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ALGEMENE INLEIDING 
Knowledge is of two kinds. 
We know a subject ourselves 
or we know where we can 
find information upon it. 
SamuelJohnson 
Bij veel biologische processen waarbij nucleihezuren betrokken zijn, 
spelen metaalionen en in het bijzonder Mg++-ionen een belangrijke rol. Om 
enkele voorbeelden te noemen: verschillende transfer-RNA's zijn bij de eiwit-
synthese alleen actief indien er Mg++-ionen aan gebonden zijn (1); poly-
nucleotide fosforylase katalyseert alleen een aantal reacties als Mg++aanwezig 
is, waarbij dit zelfs niet vervangen kan worden door Mn++(2) ofschoon dit in 
veel andere gevallen wel mogelijk is; voor de stabiliteit van ribosomen, waar-
aan de eiwitsynthese plaatsvindt, zijn Mg++-ionen nodig, al is door Walters (3) 
aangetoond dat deze ionen hierbij geen specifieke werking hebben. 
Daarnaast is reeds geruime tijd bekend dat metaalionen binden aan 
nucleihezuren, hetgeen niet verwonderlijk is omdat deze zijn op te vatten als 
negatief geladen polyelektrolieten, en dat ze een zeer grote invloed op de 
conformatie van nucleihezuren in oplossing uitoefenen. Behalve dat onder-
zoek over de interactie tussen metaalionen en nucleihezuren ons informatie 
geeft over de functie van deze metaalionen in een aantal biologische pro-
cessen, is een dergelijk onderzoek dan ook uit fysisch chemisch oogpunt 
interessant. 
De gecompliceerdheid van de problemen die zich hierbij voordoen, 
wordt geïllustreerd door het feit dat gedurende de laatste IS jaar enkele 
honderden publikaties verschenen zijn die handelen over de wisselwerking 
tussen metaaüonen en nucleihezuren. Een juist inzicht in de factoren die deze 
wisselwerking bepalen, wordt onder andere bemoeilijkt doordat een nucleihe-
zuuimolecule verschillende mogelijke bindingsplaatsen voor metaalionen 
heeft; bovendien door het feit dat binding van metaalionen de conformatie 
beïnvloedt en omgekeerd de conformatie invloed heeft op de binding en niet 
in het minst door de elektrostatische interacties tussen de vele geladen groe-
pen op een nucleihezuurmolecule. Overzichten van de interactie van metaal-
ionen met nucleihezuren zijn gepubliceerd door Felsenfeld (4), Eichhorn (5), 
Kriss en Yatsimirski (6), Felsenfeld en Miles (7) en Shirey (8). 
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Was het aanvankelijk een strijdvraag of Mg++-ionen door de basen dan 
wel door de fosfaatgroepen gebonden worden, momenteel wordt vrijwel alge­
meen geaccepteerd dat de basen bij deze binding nauwelijks een rol spelen. 
Over de aard van de binding bestaan nog steeds meningsverschillen. Met name 
heerst er nog geen eenstemmigheid over de vraag of er sprake is van een 
specifieke binding van Mg++-ionen aan de fosfaatgroepen of dat we te maken 
hebben met een diffuse binding, d.w.z. een opeenhoping van Mg++-ionen in de 
elektrische dubbellaag van het nuclei'nezuur. 
Dit proefschrift wil een bijdrage leveren aan de kennis van de interactie 
van metaalionen - speciaal Mg++-ionen - met nuclei'nezuren. Het is een dele een 
voortzetting van het werk van Lansink (9) over de binding van Mg+"aan RNA. 
Hij kwam op grond van conductometrische titraties en metingen met behulp 
van de metaalindicator Erio Τ tot de conclusie dat er twee soorten bindings-
plaatsen zijn en sprak de veronderstelling uit dat de fosfaatgroepen de pri­
maire bindingsplaatsen vormen waarbij de basen aan de helft van deze groepen 
een extra affiniteit verlenen. Om gegevens te krijgen over een eventuele in­
vloed van de basen hebben we onze experimenten dan ook uitgevoerd met 
poly A en poly U, synthetische nuclei'nezuren die slechts één soort base 
bevatten. Zoals uit de structuurformules blijkt, zijn dit polymeren met precies 
dezelfde fosfaat-ribose-keten als RNA, poly A bevat echter als enige base de 
purine adenine en poly U de pyrimidine uracil. Adenine en uracil kunnen 
H--• 0 — Ρ — 0 — C H j 
I 
H--I 
poly A poly U 
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protonen met het oplosmiddel uitwisselen; in de polymeren bedraagt de pK 
hiervoor circa 6,5 resp. 10. De pK van de primaire fosfaatgroepen is ongeveer 
1 zodat in het voor de metingen gebruikelijke pH-gebied deze groepen nega-
tief geladen zijn. Poly A heeft in zuur milieu een dubbelhelixstructuur, in 
basisch milieu komt het als ongeordende kluwen voor. Poly U heeft alleen bij 
temperaturen rond 0oC een geordende conformatie. Voor meer gegevens over 
de fysisch chemische eigenschappen van poly A en poly U in oplossing zij 
verwezen naar een overzichtsartikel van Michelson e.a. (10). 
De indeling van dit proefschrift is als volgt. In hoofdstuk 1 wordt de 
enzymatische synthese van poly A en poly U beschreven, alsmede de analyse-
methoden die gebruikt zijn voor de karakterisering en nauwkeurige concentra-
tiebepaling van deze polynucleotiden. Hoofdstuk 2 handelt over de invloed 
van Mg++, Na+ en K1- op de secundaire structuur van de polynucleotiden zoals 
deze blijkt uit extinctie- en ORD-metingen. De methode om de binding van 
Mg++ en Ca++ aan nucleihezuren kwantitatief te bepalen met behulp van de 
metaalindicator calmagiet wordt beschreven in hoofdstuk 3. Getracht wordt 
de verkregen uitkomsten te analyseren rekening houdend met elektrostatische 
interactie tussen de bindingsplaatsen. In hoofdstuk 4 worden conducto-
metrische titraties van poly A en poly U besproken. Directe aanleiding tot 
deze metingen was het feit dat Felsenfeld en Huang (11) en Lansink (9) twee 
equivalentiepunten bij dergelijke titraties vonden. Hoofdstuk 5 tenslotte gaat 
over de pH-dalingen die optreden als aan oplossingen van poly A of poly U 
Mg++ of andere metaalionen worden toegevoegd. 
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Hoofdstuk 1 
SYNTHESE EN ANALYSE VAN POLYNUCLEOTIDEN 
1.1. Inleiding 
Het poly A en poly U dat wij bij ons onderzoek gebruikten, werd ge-
synthetiseerd door polymerisatie van ADP resp. UDP onder invloed van het 
enzym polynucleotide fosforylase. Dit enzym werd geïsoleerd uit de bacterie-
soort Micrococcus lysodeikticus. 
Vanwege het doel van ons onderzoek: bestudering van de interactie van 
enkele metaalionen met poly A en poly U, werd bij de zuivering van de 
oplossingen van de polynucleotiden vooral aandacht geschonken aan het zo 
volledig mogelijk verwijderen van alle metaalionen. 
Omdat de in de litteratuur opgegeven extinctiecoëfficiënten van poly A 
en poly U een grote spreiding vertonen, bepaalden we de concentraties door 
fosforanalyse en alkalische hydrolyse. Door combinatie met extinctie-
metingen berekenden we zelf de molaire extinctiecoëfficiënten van deze poly-
nucleotiden. 
1.2. Isolatie van polynucleotide fosforylase uit Micrococcus lysodeikticus 
Deze isolatie voerden we uit volgens het voorschrift van Brenninkmeyer 
(12). 3 gram drooggevroren bacteriën werden opgenomen in een mengsel 
bestaande uit 50 ml 0,02 M tris, pH 7,4; 50 ml 0,02 M MgíCHjCOO^, pH 
7,4; 2 ml van een DNase-oplossing die 1 mg DNase per 10 ml bevat en 10 mg 
lysozym, opgelost in zo weinig mogelijk water. Dit mengsel werd ongeveer 1,5 
uur geihcubeerd bij kamertemperatuur onder af en toe roeren. Vervolgens 
werd het bij 40C gedurende 75 min bij 86000 g gecentrifugeerd. De boven-
staande oplossing schonken we af en we voegden er 2 volumina verzadigd 
(ΝΗφ)2 SO4, pH 8,0 aan toe. Daama werd gedurende 30 min gecentrifugeerd 
bij 14000 g en 40C. Het neerslag losten we op in 7,5 ml water. Na toevoeging 
van een gelijk volume verzadigd ( N H ^ S O ^ pH 8,0 werd nogmaals 30 min 
bij 14000 g en 40C gecentrifugeerd. Het neerslag losten we op in 3,5 ml 
buffer van pH 8,0 die 0,1 M К^НРС^ en 0,001 M MgCl2 bevatte. Deze 
oplossing lieten we 1,5 uur staan bij 370C om eventueel aanwezige poly­
nucleotiden af te breken. Na afkoelen tot 0oC en neerslaan met 2 volumina 
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verzadigd (NH^SO^, pH 8,0 centrifugeerden we weer 30 min bij 14000 g en 
40C. Tenslotte losten we het eiwitneerslag op in 3 ml water en dialyseerden 
gedurende 12 uur tegen 2 liter 0,005 M tris, pH 8,0 bij 40C. 
De aldus verkregen enzymoplossing werd bij 40C bewaard en binnen een 
week gebruikt voor de synthese van polynucleotiden. 
1.3. Bepaling van de synthesecapaciteit van het geïsoleerde enzym 
De synthesecapaciteit van de verkregen enzymoplossing testten we door 
een synthese van poly A op kleine schaal uit te voeren. De reactievergelijking 
voor deze polymerisatie is als volgt: 
nADP^poly A + nPj 
Het reactiemengsel bestond uit 0,09 mmol ADP, 0,008 mmol MgC^ en 0,075 
mmol tris in 10 ml water en werd met KOH op pH 8,5 gebracht. Nadat we 
hieraan 0,4 ml van de enzymoplossing toegevoegd hadden, brachten we het in 
een thermostaat op 370C. De polymerisatie begon direct en binnen enkele 
uren was de evenwichtstoestand bereikt. 
Het verloop van de reactie als functie van de tijd hebben we met verschil-
lende methodes gevolgd : 
a. Door bepaling van de hoeveelheid anorganisch fosfaat die vrijgemaakt 
wordt. Op gezette tijden werd 0,1 ml uit het reactiemengsel gepipet-
teerd, afgekoeld tot 0oC om de reactie te stoppen en hierin de hoeveel-
heid Ρ: bepaald volgens de methode van Fiske en Subbarow (13). 
b. Door het meten van de extinctie bij 260 τημ. 
Hierbij maakten we gebruik van het feit dat de extinctiecoëffïciënt van 
ADP bij deze golflengte 1,5 maal zo groot is als die van poly A. Deze 
extinctiedaling tijdens de reactie staat bekend als hypochroom effect 
(zie ook paragraaf 2.1). Op bepaalde tijdstippen pipetteerden we 0,1 ml 
uit het reactiemengsel, verdunden tot 25 ml met 0,025 M tris pH 8,5 en 
bepaalden de extinctie bij 260 τημ. De beide tot nu toe beschreven 
methodes zijn erg onnauwkeurig. Vanwege de variërende viscositeit van 
het reactiemengsel (zie bij e) werd een steeds verschillende pipetteerfout 
gemaakt. Voor nauwkeurige metingen verdeelden we daarom het reactie-
mengsel vooraf in een aantal identieke porties waarin we de reactie 
telkens een verschillende tijd lieten verlopen en die in hun geheel ge-
bruikt werden voor de fosfaatbepaling of de extinctiemeting. 
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c. Door het meten van de extinctie bij circa 290 ιημ. 
Het hypochroom effect dat bij 260 mju optreedt, bleek hier te zijn 
overgegaan in een hyperchroom effect : de extinctie nam toe tijdens de 
polymerisatie. Omdat de extinctiecoèfficiënten van ADP en poly A bij 
290 mß klein zijn, heeft deze methode het voordeel dat de polymerisatie 
continu te volgen is indien we de reactie laten verlopen in een cuvet die 
op 370C gethermostatiseerd is. 
d. Via de toename van de optische rotatie. 
Gedurende de vorming van poly A neemt de optische rotatie toe. We 
voerden de reactie weer uit in een gethermostatiseerde cuvet en bepaal-
den continu de optische rotatie bij 291 τημ. 
e. Door het meten van de viscositeit. 
De viscositeit van het reactiemengsel neemt gedurende de synthese ge­
weldig toe. Deze toename bleek sterk afhankelijk van het enzymprepa­
raat en varieerde van 400 0/o tot 1500 0 /o. Bij deze methode lieten we 
de reactie in een Ubbelohde viscosimeter verlopen. 
In fig. 1.1 zijn de methodes a, b, d en e met elkaar vergeleken waarbij de 
metingen gelijktijdig met hetzelfde enzympreparaat uitgevoerd werden. Het 
blijkt dat de hoeveelheid gevormd anorganisch fosfaat, de extinctie en de 
optische rotatie een constante waarde op ongeveer hetzelfde tijdstip bereiken, 
dat als eindpunt van de polymerisatie opgevat kan worden. De viscositeit 
echter vertoont een afwijkend verloop: na een snelle stijging treedt een iets 
minder snelle daling op. Het maximum van de viscositeit wordt bereikt 0,5 tot 
1 uur voordat de andere gemeten grootheden constant worden. Als maat voor 
de grootte van het viscositeitsmaximum voeren we het viscositeitsincrement 
=(77
m a x
 - i?0)/i70 in, waarin T7niax de viscositeit in het maximum en т?0 de 
viscositeit van het oplosmiddel voorstelt. Het optreden van een viscositeits­
maximum is reeds door Beers (14) waargenomen die concludeerde dat in het 
maximum de synthese ophoudt. Uit het feit echter dat het viscositeits­
maximum eerder bereikt wordt dan de constante niveaus van de andere ge­
meten grootheden blijkt dat zijn conclusie niet juist is. Wel in overeenstem­
ming met onze resultaten is zijn waarneming dat de daling in viscositeit niet 
gepaard gaat met een afname van de hoeveelheid gevormd polymeer. 
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Fig.1.1. Het reactieverloop van de synthese van poly A gevolgd door het meten van 
^260' 0 P t ' s c ' , e rotatie bij 291 πψ, gevormd Ρ, en specifieke viscositeit. 
1.4. Onderzoek naar de oorzaak van het viscositeitsmaximum 
Ter verklaring van het onverwachte verloop van de viscositeit gedurende 
de reactie stellen we ons voor dat bij de synthese aanvankelijk zeer grote 
moleculen gevormd worden, die door thermische en/of enzymatische afbraak 
gesplitst worden in kleinere brokstukken, die echter nog wel duidelijk poly­
meer zijn. 
Dat enzymatische afbraak onder invloed van b.v. RNase hier een rol 
speelt, bleek uit de invloed van bentoniet. Hiervan is bekend dat het RNase en 
vele andere enzymen adsorbeert waardoor zij onwerkzaam worden (9,15). Het 
door ons gebruikte bentoniet werd gezuiverd door het te suspenderen in 
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water, 16 uur te laten bezinken en de fractie met deeltjes kleiner dan 2μ - dit 
is de bovenste 20 cm van de suspensie - af te hevelen. Deze suspensie brachten 
we op pH 2,5 à 3 om carbonaat te verwijderen, vervolgens neutraliseerden we 
en dialyseerden tegen herhaaldelijk ververst 0,01 M KCl. Tenslotte werd de 
suspensie afgecentnfugeerd en drooggevroren. In aanwezigheid van bentomet 
bereikte het viscositeitsincrement altijd een grotere waarde dan zonder bento-
met (zie fig. 1 2), hetgeen betekent dat in ons enzympreparaat RNase aan-
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Fig 1 2 Het viscositeitsverloop gedurende de synthese van poly A in aanwezigheid en 
in afwezigheid van bentomet 
wordt, treedt na het bereiken van een maximum m de viscositeit eenzelfde 
daling op als in afwezigheid van bentomet. Ook EDTA heeft een duidelijke 
invloed op het reactieverloop Voegen we EDTA toe aan het reactiemengsel 
dan stopt de synthese direct, terwijl de afbraak büjft doorgaan zoals blijkt uit 
de daling van de viscositeit. Op grond van deze expenmenten is het waar-
schijnlijk dat we hier te maken hebben met een thermische afbraak waarbij de 
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polymeren in brokstukken uiteenvallen tengevolge van de warmtebeweging. 
Enzymatische afbraak kan echter niet met zekerheid uitgesloten worden om-
dat niet vaststaat dat bentoniet alle afbrekende enzymen adsorbeert en omdat 
EDTA alleen die enzymen remt, die Mg++ of eventueel aanwezige andere 
meerwaardige metaalionen voor hun werking nodig hebben. Het polynucleo-
tide fosforylase zal ook een degradatie van het gevormde poly A veroorzaken. 
Het wordt daarbij niet gestoord door bentoniet zoals blijkt uit het normaal 
doorgaan van de synthese. Bij toevoeging van EDTA wordt dit enzym echter 
geheel onwerkzaam (2). Bij 50C bleek er bijna geen afbraak plaats te vinden; 
hieruit valt geen enkele conclusie over de aard van de degradatie te trekken 
omdat zowel enzymatische als thermische afbraak afnemen bij daling van de 
temperatuur. 
Dat er inderdaad afbraak van de aanvankelijk gevormde polymeren op-
treedt, bleek ook uit metingen van de gereduceerde viscositeit en van de 
sedimentatiecoëfficiënt op verschillende tijdstippen gedurende de reactie. 
Voor de concentratieafhankelijkheid van de gereduceerde viscositeit 
(77 - Tj )/η с van een oplossing van macromoleculen geldt (16) : 
= [V] + к [ η ] с ( L D 
^ о
0 
waarin Í ni = intrinsieke viscositeit =lim û 
с - ю т?0с 
к = Hugginsconstante 
с = concentratie van de macromoleculen 
Voor flexibele polymeren geldt het volgende verband tussen intrinsieke visco­
siteit en viscositeitsgemiddelde molecuulgewicht M: 
[TJ] = В it О · 2 ) 
waarin В en α constantes zijn afhankelijk van polymeer, oplosmiddel en 
temperatuur. 
Substitueren we verg. (1.2) in (1.1) dan krijgen we: 





Maken we verdunningsreeksen voor oplossingen van dezelfde soort macro-
moleculen, die alleen in molecuulgewicht verschillen en zetten we de geredu-
ceerde viscositeit uit tegen de concentratie, dan zullen we dus rechte lijnen 
krijgen waarvan zowel de asafsneden als de hellingen toenemen met het mole-
cuulgewicht. We hebben dit uitgevoerd voor monsters die we uit het reactie-
mengsel namen op tijdstippen die in fig. 1.2 aangegeven zijn. De resultaten 
geven we in fig. 1.3. De hoeveelheden poly A die gevormd zijn op de verschil-
lende tijdstippen, zijn niet gelijk en werden bepaald door extinctiemetingen. 
02 Oí, 06 0Θ 
Fig. 1.3. Gereduceerde viscositeit bij2S С van poly A op verschillende tijdstippen van de 
reactie; o-o-o zonder bentoniet, · . ·•· met bentoniet. De concentratie is uitge­
drukt als fractie van de eindconcentratie. De tijdstippen van monstername 
(A,B,C en D) blijken uit fig.1.2. De metingen aangeduid met E zijn uitgevoerd 
nadat het reactiemengsel nog eens 16,5 uur bij 25 С had gestaan. 
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Uit deze Qguur volgt dat het molecuulgewicht van poly A als functie van de 
reactietijd afneemt en dat, afgezien van de monsters die in het begin van de 
reactie genomen werden, het molecuulgewicht in aanwezigheid van bentoniet 
voortdurend groter is. Ook blijkt dat in het begin van de reactie poly A zijn 
grootste molecuulgewicht heeft, waaruit we concluderen dat tijdens de 
synthese een poly A molecule in zijn geheel wordt opgebouwd voordat aan 
een volgend begonnen wordt. Dit is in overeenstemming met elektronen-
microscopische opnamen (17) en met het feit dat bij afbraak van poly A 
onder invloed van polynucleotide fosforylase een poly A molecule geheel 
afgebroken wordt voordat aan de afbraak van een volgende keten wordt be-
gonnen (18). 
Overeenkomstige resultaten werden verkregen bij meting van sedimenta-
tiecoëfficiënten zoals blijkt uit tabel 1.1. Een voorbeeld van de verkregen 
sedimentatiepatronen geven we in fig. 1.4. 
Fig. 1.4. Ultracentrifugcpatroon ал het reactiemengscl voor de synthese van poly A in 
aanwezigheid van bentoniet 8 uur na het begin van de synthese. Sedimentatie 
vindt plaats van links naar rechts. R is de afstand tot het rotatiecentrum in 
cm. 
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Tabel 1 1. Sedimentatiecoefficient van poly A op verschillende tijdstippen 
van de synthese Uit het reactiemengsel werden op de aangegeven 
tijdstippen monsters genomen waann de reactie gestopt werd 
door afkoeling tot 0oC. 
De s-waarden zijn gemeten bij 50C met behulp van UV optiek 
De poly A concentratie was circa 10 M. 
tijdstip 
1 uur na begin 
(op viscositeits-
maximum ) 
8 uur na begin 
1 uur na begin 
(vóór viscositeits-
maximum) 
2 uur na begin 
(op viscositeits-
maxunum) 
8 uur na begin 













met vers enzym 
synthese uitgevoerd 
een week na isolatie 
van het enzym 
Uit de metingen van viscositeit en sedimentatiecoefficient blijkt dus 
duidelijk dat er degradatie van het gevormde poly A optreedt. Dit is in 
tegenspraak met de resultaten van Brenninkmeyer en Veldstra (12,19), die op 
analoge wijze met behulp van Schlieren-optiek vonden dat gedurende de 
synthese de sedimentatiecoefficient constant bleef. Dat we bij het volgen van 
de reactie door meting van extinctie en optische rotatie en door bepaling van 
de hoeveelheid anorganisch fosfaat niets van deze afbraak waarnemen, wordt 
veroorzaakt door het feit dat deze methodes nauwelijks gevoelig zijn van de 
grootte van de polymeren. 
Het hjkt ons het meest waarschijnlijk dat naast een afbraak door polynu-
cleotide fosforylase thermische hydrolyse van de fosfodiesterbindmgen de 
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belangrijkste oorzaak van de degradatie van poly A is. Een overeenkomstige 
conclusie werd bereikt door Eigner e.a. (20) die de afname van het molecuul-
gewicht van RNA en DNA bepaalden als functie van de tijd waarop zij deze 
stoffen bij een bepaalde temperatuur bewaarden. Zij stelden dat RNase en 
DNase in hun geval geen rol spelen. Fitt en Wille (21) toonden met polyacryl-
amidegel-elektroforese aan dat Mg++een niet-enzymatische hydrolyse van poly 
A.katalyseert onder experimentele omstandigheden die grote overeenkomst 
met de onze vertonen, al waren de door hen gebruikte Mg++-concentraties iets 
hoger. Boedtker e.a. (22) vonden dat de ketens door thermische degradatie op 
willekeurige plaatsen doorbreken. Ginoza e.a. (23) onderzochten via de kine-
tiek van de inactivering van virus-RNA en virus-DNA de degradatie bij ver-
schillende temperaturen. Ook zij kwamen tot de conclusie dat er alleen ther-
mische afbraak optreedt, waarbij enzymen geen rol spelen. Bovendien vonden 
zij dat de afbraaksnelheid evenredig is met de ketenlengte zodat de grootste 
moleculen het snelst zullen verdwijnen. Barszcz en Shugar(24) constateerden 
een thermische afbraak van poly A waarvan de snelheid kleiner is naarmate de 
ketens korter zijn. Ketens van vijftien of minder monomeereenheden worden 
nauwelijks ontleed. Hoewel zij het mechanisme van deze afbraak niet konden 
vaststellen, spraken zij het vermoeden uit dat de ketens in de buurt van het 
midden doorbreken. 
Over de molecuulgewichtsverdeling van poly A zoals het door poly-
nucleotide fosforylase gesynthetiseerd wordt, is nog niet veel bekend. Stanley 
e.a. (25) vonden verschillende pieken bij gelfiltratie van het reactieproduct 
van de polymerisatie van ADP in aanwezigheid van een toegevoegde primer. 
Op grond van een theoretische behandeling van de kinetiek van deze enzym-
reactie kwam Cantor (26) tot de uitspraak dat de gevormde polymeren afhan-
kelijk van de reactie-omstandigheden min of meer polydispers zijn en dat het 
gemiddelde molecuulgewicht in de tijd afneemt tengevolge van de ontledings-
reactie die door dit enzym gekatalyseerd wordt. Hij hield echter geen rekening 
met thermische afbraak. 
Om een verklaring te vinden voor de ultracentrifuge-metingen waaruit 
blijkt dat in het reactiemengsel verschillende, duidelijk van elkaar te onder-
scheiden componenten aanwezig kunnen zijn, zouden we kunnen aannemen 
dat de molecuulgewichtsverdeling van het gesynthetiseerde poly A zeer nauw 
is en dat de moleculen bij thermische degradatie ongeveer in het midden 
doorbreken. De eerste degradatieprodukten zullen dan weer een nauwe 
molecuulgewichtsverdeling hebben met een gemiddeld molecuulgewicht gelijk 
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aan de helft van dat van het gesynthetiseerde poly A Zekerheid hierover 
krijgen we pas nadat de molecuulgewichten van de afzonderlijke compo-
nenten bepaald zijn 
In een recent artikel (122) geven Harvey e a naar aanleiding van expen-
menten betreffende de polymerisatie van DDP een andere mogelijke verkla-
ring voor het optreden van het viscositeitsmaximum. Zij veronderstellen dat 
een molecule polynucleotide fosforylase complexen vormt polynucleotide-
ketens Het viscositeitsmaximum ontstaat dan doordat de polymensatie-
snelheid groter is dan de dissociatiesnelheid van het complex Eventuele ther-
mische afbraak wordt door deze auteurs geheel buiten beschouwing gelaten 
De hypothese dat er aanvankelijk zeer grote moleculen poly U gevormd wor-
den, wordt door hen in twijfel getrokken omdat zij er met in slagen deze aan 
te tonen Dit wekt echter geen verwondering omdat zij, alvorens het mole-
cuulgewicht te bepalen, het poly U isoleerden via gelfiltratie over Sephadex. 
Dit nam vermoedelijk zoveel tijd in beslag dat het poly U intussen gedeeltelijk 
was afgebroken. Hun experimenten achten we dan ook niet in strijd met onze 
hypothese Anderzijds wordt hun hypothese met verworpen door onze experi-
menten. met name het ultracentnfugepatroon (zie fig. 1.4) zou eenvoudig 
verklaard kunnen worden door complexen die bestaan uit één enzymmolecule 
met een verschillend aantal polynucleotidemoleculen. 
1.5. Synthese en zuivering van de polynucleotiden 
Als bij de test met ADP bleek dat het viscositeitsincrement groter dan 4 
was, beschouwden we het enzym voldoende actief en voerden een synthese 
van poly A op grotere schaal uit met een reactiemengsel van dezelfde samen-
stelling als gebruikt werd om het enzym te testen We voegden zoveel enzym 
toe dat het evenwicht m 1,5 à 3 uur bereikt werd. De reactie vond plaats bij 
370C en werd gevolgd via het meten van de viscositeit. Een half uur na het 
bereiken van het viscositeitsmaximum stopten we de reactie door het mengsel 
af te koelen tot 40C. Dan verwijderden we het eiwit door extractie met een 
gelijk volume fenol Deze fenol was door vacuumdestillatie gezuiverd en bij 
40C met water verzadigd. Na 10 mm schudden werden fenol en water van 
elkaar gescheiden door 45 min te centrifugeren bij 5000 g. Het eiwit verzamel-
de zich als een vlies in de grenslaag. De bovenstaande heldere waterlaag die het 
poly A bevatte, werd afgescheiden en nog tweemaal op dezelfde wijze met 
fenol geëxtraheerd. De aldus verkregen oplossing van poly A dialyseerden we 
driemaal gedurende 12 uur tegen 0,01 M EDTA, pH 10, om alle Mg++-ionen te 
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verwijderen. Tenslotte dialyseerden we een week tegen gedeioniseerd water 
dat tweemaal per dag ververst werd.Als eindcontrole op de dialyse werden de 
extincties bij 230, 260, 270 en 280 ιημ en het geleidingsvermogen van de 
buitenvloeistof gemeten. Deze bereikten de waarden van water. Zowel de 
fenolextractie als de dialyse voerden we bij 40C uit. 
De synthese van poly U verliep op precies dezelfde wijze. In plaats van 
ADP werd in het reactiemengsel een overeenkomstige hoeveelheid UDP geno­
men. Het viscositeitsincrement was hier altijd lager dan bij de synthese van 
poly A, bovendien duurde het langer voordat de viscositeit zijn maximale 
waarde bereikte. De polymerisatie van UDP konden we niet met extinctie-
metingen volgen omdat de extinctiecoëfficiënten van UDP en poly U slechts 
weinig verschillen. 
Aangezien de waterige oplossingen van deze polynucleotiden te visceus 
waren om nauwkeurig gepipetteerd te kunnen worden, brachten we ze in een 
zuigerburet zodat ondanks de hoge viscositeit eenvoudig en nauwkeurig be-
paalde volumina afgemeten konden worden. 
1.6. Ligging van het polymerisatie-evenwicht 
De evenwichtsligging van de synthesereacties bepaalden we door vóór de 
fenolextractie het gevormde polynucleotide neer te slaan met verzadigd 
(NH^SOd' pH 4,0, het neerslag af te centrifugeren, op te lossen in 0,025 M 
tris pH 8,5 en de extinctie te meten. Ter controle werd de extinctie gemeten 
van de supernatant, die het overgebleven difosfaat bevatte. Bij de synthese van 
poly A was het ook mogelijk de evenwichtsügging uit het hypochroom effect 
bij 260 m/i te berekenen. Bij de poly A synthese bleek dat, afhankelijk van 
het gebruikte enzympreparaat, 60 0/o tot 80 0 /o van het ADP omgezet werd; 
bij de synthese van poly U werd ongeveer 50 0/o van het UDP omgezet. 
Naar aanleiding van de resultaten van Cramer en Küntzel (27) die met 
een enzympreparaat uit Azotobacter vinelandü vonden dat de opbrengst aan 
polynucleotide verhoogd werd door toevoeging van ureum, onderzochten ook 
wij de invloed van ureum op de evenwichtsligging. Bij het door ons geïsoleerde 
enzym bleek ureum echter nauwelijks invloed te hebben. 
1.7. Concentratiebepaling van de polynucleotiden 
Omdat polynucleotiden een variabel molecuulgewicht hebben, is het ge-
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bruikelijk hun concentratie uit te drukken in het aantal grammoleculen mono-
meereenheid per liter. 
De meest eenvoudige manier om deze concentratie te bepalen zou zijn 
via extinctiemetingen. Zoals echter uit tabel 1.2 blijkt is er in de litteratuur 
geen overeenstemming over de waarde van de molaire extinctiecoèfficiënten 
van poly A en poly U. Voor een deel kan dit te wijten zijn aan het feit dat de 
extinctie van nucleihezuren sterk afhankelijk is van het milieu. Wij hebben 
daarom de molaire extinctiecoëfficiënten bepaald in een goed gedefinieerd 
milieu door extinctiemetingen in dat milieu te combineren met twee onafhan-
kelijke methoden voor de bepaling van de concentratie nl. fosforbepaling en 
alkalische hydrolyse. 
1.7.1. Fosforbepaling 
Voor het nauwkeurig bepalen van het fosforgehalte bleek de bekende 
methode die berust op de vorming van een blauw molybdeencomplex (13) 
niet geheel te voldoen. Door de sterke afhankelijkheid van de extinctie van de 
experimentele omstandigheden en de instabiliteit van het blauwe complex 
bleken de uitkomsten slecht reproduceerbaar. Veel betere resultaten werden 
verkregen met een methode waarbij een fosfovanadomolybdaatcomplex ge-
vormd werd met een intensief gele kleur zoals beschreven door Boguth en 
Horn (28). Dit stemt overeen met een vergelijkend onderzoek van Parks en 
Dunn (29). 
Bij deze methode wordt zoveel van de te bepalen nucleihezuuroplossing 
dat de hoeveelheid fosfor 0,1 à 0,5 mg bedraagt, geoxideerd door langdurige 
verhitting in aanwezigheid van een geconcentreerde oplossing van magnesium-
nitraat en salpeterzuur. Daarna wordt het geel gekleurde fosfovanado-
molybdaatcomplex gevormd door een oplossing van ammoniumvanadaat en 
ammoniummolybdaat in salpeterzuur toe te voegen. De extinctie wordt ge-
meten bij 410 m/Lien vergeleken met die van standaardoplossingen van kalium-
diwaterstoffosfaat die op dezelfde wijze behandeld zijn. Omdat de extinctie 
sterk afhankelijk is van de pH, bleek het voor een goede bepaling noodzakelijk 
de oplossingen waarin zich salpeterzuur bevindt met grote nauwkeurigheid toe 
te voegen. 
De extinctie was evenredig met de concentratie in het gebied 0 - 0,09 mg 
fosfor per ml eindoplossing. De standaarddeviatie van één meting bij een 
vijftal bepalingen van ADP, die gelijktijdig uitgevoerd werden,bedroeg 0,6% 
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Voor een serie van 16 onafhankelijke metingen die in de loop van twee 
jaar aan standaardfosfaatoplossingen werden gedaan, bedroeg deze standaard-
deviatie 1,2 0 /o . Deze nogal grote fout wijten we aan instabiliteit van de 
reagentia bij langdurig staan en aan invloed van de tijdsduur van de verhitting 
in aanwezigheid van magnesiumnitraat. Het is daarom niet mogelijk een 
extinctiecoëfficiënt voor het gevormde gele complex vast te stellen en er 
moeten in elke meetserie standaardoplossingen bepaald worden. 
1.7.2. Alkalische hydrolyse 
Aan een oplossing van poly A werd een gelijk volume 0,4 M NaOH 
toegevoegd, waarna we het mengsel 24 uur op 370C hielden. Het poly A 
hydrolyseert dan tot een mengsel van adenosine-2 '-fosfaat en adenosine 
-3'-fosfaat. Door met 0,025 M tris pH 8,5 te verdunnen en de extinctie bij 
260 ιημ te meten, kon met €260 ~ 15.000(30,31) de concentratie berekend 
worden. 
De alkalische hydrolyse van poly U verliep analoog. Voor het hydrolyse-
produkt geldt ^260 ~ Ю.ООО bij pH 7 (30,31). Omdat deze extinctiecoëffi-
ciënt verandert als de pH groter dan 7 wordt, werd hier met een fosfaatbuffer 
pH 6,9 verdund. 
De concentratie van de polynucleotide-oplossingen die gevonden werd 
door alkalische hydrolyse stemde bijna altijd binnen 10/o overeen met die 
welke gevonden werd door fosforanalyse. 
1.7.3. Molaire extinctiecoëfficiënt van poly A en poly U 
Experimenteel werd geverifieerd dat in 0,025 M tris pH 8,5 het verband 
tussen extinctie en concentratie van poly A en poly U lineair is in het concen-
tratiegebied 0 - 15.10 M.Met de bekende concentratie van deze oplossingen 
kon de molaire extinctiecoëfficiënt berekend worden. De resultaten zijn opge-
nomen in tabel 1.2. Voor poly A is de gevonden waarde het gemiddelde van 
10 metingen aan geheel verschillende poly A preparaten; voor poly U het 
gemiddelde van 5 onafhankelijke metingen. De opgegeven fout is de stan-
daarddeviatie van het gemiddelde. Het blijkt dat de reproduceerbaarheid van 
de metingen voor poly U beter is dan voor poly A. Dit kan samenhangen met 
veranderingen in secundaire structuur onder invloed van kleine hoeveelheden 
verontreinigende ionen waardoor de extinctie beïnvloed wordt. Zoals uit de 
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resultaten van hoofdstuk 2 blijkt, treden bij pH 8,5 dergelijke structuur-
veranderingen gemakkelijker op in poly A dan in poly U. 
1.8. Nadere karakterisering van de gesynthetiseerde polynucleotiden 
1.8.1. UV-extinctiespectrum 
De golflengte van maximum en minium en een tweetal extinctie-
verhoudingen van het spectrum van poly A en poly U zijn gegeven in tabel 
1.3. De opgegeven fout is de standaarddeviatie van het gemiddelde. 






















Via atoomabsorptiespectrofotometrie bepaalden we het magnesium-
gehalte. Altijd bleek [Mg++] ^ 
7 L—è—i τ: < 0,002 
[ monomeereenheid J 
1.8.3. Eiwitgehalte 
Om na te gaan of met de fenolextractie het eiwit voldoende verwijderd 
werd, bepaalden we het eiwitgehalte van de oplossingen met het fenolreagens 
van Folin-Ciocalteu (44,45) waarbij we runderserumalbumine als standaard 
gebruikten. Het bleek dat na driemaal herhaalde fenolextractie het eiwit­
gehalte ongeveer 1 0/o van de hoeveelheid polynucleotide bedroeg; een waar­
de die voor ons werk geaccepteerd kan worden. 
1.8.4. Sedimentatiecoëfficiënt 
Om een indruk te krijgen van de grootte van de gesynthetiseerde poly-
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nucleotiden bepaalden we de sedimentatiecoëfficiënten bij kamertemperatuur 
en een concentratie van circa 1 mg per ml. Door als milieu te kiezen 0,15 M 
NaCl, 0,015 M natriumcitraat pH 7,1 waren onze sedimentatiecoëfficiënten 
van poly A vergelijkbaar met die van Fresco en Doty (46) en van poly U met 
die van Richards e.a. (47) die de sedimentatieconstanten bepaalden als functie 
van het molecuulgewicht. De sedimentatiecoëfficiënten varieerden tussen 3 S 
en 8 S, wat volgens genoemde publikaties overeenkomt met molecuulge-
wichten tussen 50.000 en 500.000. Omdat onze s-waarden niet gecorrigeerd 
zijn voor afhankelijkheid van temperatuur en concentratie geven deze getallen 
slechts de ondergrens aan. Het snel wegzakken van de piek in de Schlieren-
opname wees erop dat de polynucleotiden polydispers zijn. Dit feit en de 
instabiliteit van poly A en poly U in oplossing maken een nauwkeurige bepa-
ling van het molecuulgewicht weinig zinvol. 
1.8.5. Stabiliteit 
Zoals in paragraaf 1.4 besproken is, zijn oplossingen van polynucleotiden 
tengevolge van thermische degradatie niet stabiel en dus bij kamertemperatuur 
slechts beperkt houdbaar als gedefinieerde oplossing. Bij 40C was de stabiliteit 
veel beter. De oplossingen werden daarom altijd bij kamertemperatuur be-
waard en nooit later dan 2 maanden na de synthese gebruikt. 
1.9. Gebruikte apparatuur en chemicaliën 
De in dit hoofdstuk beschreven extinctiemetingen werden uitgevoerd 
met een Zeiss PMQ II spectrofotometer, de metingen van de optische rotatie 
met een Bendix automatische spectropolarimeter type Polarmatic 62 en de 
pH-metingen met een Pusl pH-meter type 11 Z. Viscositeiten werden gemeten 
met een Ubbelohde viscosimeter, ASTM uitvoering, geplaatst in een thermo-
staat met een temperatuurconstantheid beter dan 0,02oC. De magnesiumbe-
paling werd uitgevoerd met een Techtron atoomabsorptiespectrofotometer 
model AA 100. De sedimentatiecoëfficiënten werden bepaald met een Spinco 
model E analytische ultracentrifuge waarbij gebruik gemaakt werd van Schlie-
renoptiek en UV-optiek. 
De gebruikte mononucleotiden waren afkomstig van P-L Biochemicals 
Inc., Milwaukee, Wisconsin en de Micrococcus lysodeikticus cellen werden in 
drooggevroren vorm betrokken van Miles Chemical Company, Elkhart, India-
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na. Alle gebruikte chemicaliën waren, indien verkrijgbaar, van pro-analyse 
kwaliteit. Tenzij anders vermeld werden ze zonder verdere bewerkingen ge-
bruikt. Alle oplossingen werden gemaakt met tweemaal gedei'oniseerd water. 
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Hoofdstuk 2 
INVLOED VAN MAGNESIUMIONEN OP DE SECUNDAIRE STRUCTUUR 
VAN POLY A EN POLY U 
2.1. Inleiding 
Het absorptiespectrum en de optische rotatie dispersie van nucleihezuren 
zijn sterk afhankelijk van hun secundaire structuur (7,10). De invloed van 
Mg op de conformatie van poly A en poly U hebben we dan ook onderzocht 
door deze optische eigenschappen te meten in afwezigheid en in aanwezigheid 
van Mg++-ionen. 
Hoewel de theoretische interpretatie van de absorptiespectra en ORD-
curven nog onvolledig is, zijn er toch wel algemeen aanvaarde verklaringen 
voor de twee soorten veranderingen die kunnen optreden als metaalionen aan 
nucleihezuren worden toegevoegd. In de UV-absorptiespectra bestaan deze 
veranderingen enerzijds uit een verschuiving van de golflengte van maxima en 
minima, anderzijds uit een verhoging of verlaging van de extinctie waarbij de 
golflengte van maxima en minima onveranderd blijft. Aangezien het absorptie-
spectrum van nucleihezuren nagenoeg geheel door elektronenovergangen in de 
basen veroorzaakt wordt, vindt de eerste soort verandering een verklaring in 
de binding van de metaalionen aan de basen , waardoor de elektronen-
configuratie van deze basen beïnvloed wordt. De tweede soort verandering 
duidt op een wijziging in de secundaire structuur van het nucleihezuur, waar-
bij de basen zich zodanig ordenen dat ze loodrecht op de as van de poly nude-
otideketen in evenwijdige vlakken naast elkaar komen te liggen en een vermin-
derde bewegingsvrijheid hebben. Bij deze "stapeling" treedt een interactie op 
tussen de TT-elektronen van de basen waardoor in het absorptiespectrum rond 
de 260 mju een daling van de extinctie veroorzaakt wordt die bekend staat als 
het hypochroom effect (48). Metaalionen kunnen aanleiding geven tot stape-
ling omdat zij de negatieve ladingen van de fosfaatgroepen afschermen door 
specifieke of diffuse binding. (Voor een discussie over deze begrippen zij 
verwezen naar paragraaf 3.5). Hierdoor wordt het evenwicht tussen krachten 
die stapeling tegenwerken zoals elektrostatische afstoting en krachten die sta-
peling bevorderen zoals hydrofobe interacties en London-van der Waals krach-
ten ten gunste van de laatste verschoven. 
Voor de veranderingen in de ORD-spectra gelden overeenkomstige ver-
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klaringen. De amplitudo van de Cottoneffecten wordt groter als de stapeling 
toeneemt zoals ook experimenteel aangetoond is onder andere door Holcomb 
en Tinoco (38) en door Sarkar en Yang (49). 
2.2. Extinctiemetingen 
De invloed van enkele metaalionen op het UV-absorptiespectrum van 
poly A, poly U en enige mononucleotiden gingen we na door de extinctie van 
deze stoffen te meten in afwezigheid en in aanwezigheid van verschillende 
hoeveelheden van deze metaalionen bij verschillende golflengtes en bij ver­
schillende pH's. Alle metingen werden uitgevoerd met een Zeiss PMQ II spec-
trofotometer, voorzien van een gethermostatiseerde cuvettenhouder die op 
een temperatuur van 25,0 ± 0,5° С werd gehouden door middel van een 
rondpompthermostaat. Onder de cuvettenhouder was een magnetische roer-
der gemonteerd om de oplossingen rechtstreeks in de cuvet te kunnen roeren. 
Bij de titraties werd de oplossing die de metaalionen bevat, toegevoegd met 
behulp van een Agla micrometerburet waarmee een volume van 0,01 ml met 
een nauwkeurigheid van ongeveer 1 0/o toegevoegd kan worden. 
Nadat vastgesteld was dat er geen verschuiving van de golflengte van 
maxima en minima optrad, drukten we de extinctieveranderingen uit in het 
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waarin E = extinctie na toevoeging van een bepaalde hoeveelheid metaal­
ionen 
E 0 = extinctie vóór enige toevoeging 
De gemeten extincties werden gecorrigeerd voor de verdunning. 
Het aantal toegevoegde metaalionen per monomeereenheid, duiden we 
aan met r. 
2.2.1. Effect van overmaat Mg++-ionen op het absorptiespectnim 
In fig. 2.1 is de invloed van Mg++ op de UV-absorptiespectra van poly A 
en poly U in basisch milieu weergegeven. Bij poly A blijkt toevoeging van 
Mg++-ionen een hypochroom effect te veroorzaken bij λ < 2 8 0 ητμ; daarboven 
treedt een toename van de extinctie op. Dit is een zelfde extinctieverandering 
als optreedt bij de polymerisatie van ADP zoals beschreven in paragraaf 1.3. 
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Bij poly U daarentegen is de extinctieverandering hypochroom als λ > 245 
m μ en hyperchroom als λ < 245 тД De golflengte van maximum en 
minimum verandert noch bij poly A noch bij poly U onder invloed van 
Mg++-ionen. 
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Fig.2.1. a.Invloed van Mg op het tbsorptiespectrum van poly A in 0,005 M tris pH 8,4. 
[poly A] = 7. IO . 
b.Invloed van Mg op het absorptiespectrum van poly U in 0,025 M TMA pH 
10,0. [ poly U] = 10 . 
c.Procentuele extinctieverandering van poly A bij verschillende pH's door toe­
voeging van zoveel M g C l , d a t r = 2 . [ p o l y A ] = 5 . 1 0 - s . 
d.Procentuele extinctieverandering van poly U bij verschillende pH's door 
toevoeging van zoveel MgCl, dat r = 1,3. [ poly U ] = 8.10 - 5. 
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2.2.2. Invloed van de pH 
In fig. 2.1.с en 2.1.d zijn de extinctieveranderingen tengevolge van 
Mg++-toevoeging bij verschillende pH's weergegeven. Bij poly A treedt een 
duidelijk hypochroom effect rond de 260 гпд op als de pH ^ 7 is, bij poly U 
gebeurt dit pas als de pH > 9 is. Dezelfde metingen uitgevoerd met UDP gaven 
een beeld te zie л dat veel overeenkomst vertoonde met dat van poly U. 
2.2.3. Titraties 
Om meer gedetailleerde informatie over de invloed van enkele metaal­
ionen op de extinctie van nucleihezuren te krijgen hebben we (E-E0)/E0 
gemeten als functie van de concentratie van Mg^Na1" en K1" onder omstandig­
heden waarin de extinctieveranderingen maximaal zijn: in basisch milieu bij 
een golflengte in de buurt van het extinctiemaximum. Enkele resultaten voor 
poly U zijn weergegeven in fig. 2.2 en voor UDP in fig. 2.3. Metingen die we 
onder andere omstandigheden uitvoerden, weken hier meestal slechts kwanti­
tatief van af. Alleen bij titraties van poly A met MgC^ in 0,1 M en 1 M KCl 
trad een verhoging van de extinctie op en bij titraties van AMP en ADP kon 
geen enkele invloed van Mg++ op de extinctie ontdekt worden. 
De meetfout was zodanig dat zij overeenstemde met een hypo- of hyper­
chroom effect van 0,5 à 1,5 0 /o . Blancotitraties gaven uitkomsten die binnen 
deze meetfout vielen. 
2.3. Discussie van de extinctiemetingen 
Mg++- ionen beïnvloeden niet de plaats van maximum en minimum in het 
absorptiespectrum van de onderzochte nucleotiden, echter wel de extinctie. 
We mogen dus concluderen dat Mg++- ionen niet aan de basen gebonden 
worden maar door afscherming van de negatieve ladingen van de fosfaatgroe-
pen stapeling van de basen mogelijk maken. Hiermee is in overeenstemming 
dat bij poly A in zuur milieu geen extinctieveranderingen optreden. Poly A 
heeft dan namelijk een helixstructuur (50) zodat de basenstapeling al maxi-
maal is. Voor poly U wordt algemeen aanvaard dat het over het gehele 
pH-gebied bij 250C als kluwen voorkomt. Dit wil echter niet zeggen dat er 
totaal geen ordening in een poly U molecule aanwezig is. Zoals Michelson en 
Monny aantoonden (41), treedt er stapeling van de basen op zonder dat dit 
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aanleiding geeft tot vorming van een duidelijk gedefinieerde secundaire struc­
tuur. Het feit dat we alleen een hypochroom effect waarnemen bij pH > 9 
kunnen we nu als volgt verklaren. Omdat de pK van uracil in poly U ongeveer 
10 is (51) zullen de basen bij lage pH ongeladen en bij hoge pH negatief 
geladen zijn. Door elektrostatische afstoting tussen de basen kan er bij hoge 
pH geen stapeling optreden. Toevoeging van kationen schermt ook deze ladin­
gen af waardoor stapeling wel mogelijk wordt. Bij pH < 9 hebben kationen 
geen invloed omdat daar de basen voor zover mogelijk reeds gestapeld zijn. 
Volgens deze opvatting is de invloed van Mg++-ionen op het absorptiespectrum 
van poly A en poly U niet specifiek en kan de extinctieverlaging ook bereikt 
worden met andere ionen. Dit wordt bevestigd in fig. 2.2 waaruit blijkt dat 
I ι ι ι ι I 
5 10 15 20 r 
Fig.2.2. Spectrofotometrische titratie van 10 M poly U in 0,025 M TMA pH 10,9. 
A. met MgClj. 
B. met MgCU, echter in aanwezigheid van 35.10 M NaCl. 
С met NaCL 
λ = 270 mju. 
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Fig.2.3. Spectiofotometrische titratie van 3.10° M UDP in 0,025 M TMA pH 10,7 
met Mga2 en NaCL λ = 270 πψ. 
ook Na+-ionen een hypochroom effect veroorzaken, echter in veel geringere 
mate dan Mg++-ionen omdat het primair een ladingsinvloed is. Ook blijkt uit 
deze figuur dat in een milieu waarin Nationen aanwezig zijn de invloed van 
Mg++-ionen kleiner is. Een deel van het hypochroom effect is dan reeds door 
de Nationen teweeggebracht. Precies dezelfde resultaten worden verkregen als 
we Na+ vervangen door K*. Als Simpkins en Richards (52) uit hun metingen 
van de extinctiecoëfficiënt van poly U als functie van de NaCl-concentratie 
dan ook concluderen dat basenstapeling hier alleen optreedt bij hoge zout-
concentratie zien zij over het hoofd dat de valentie van het kation hierbij een 
veel belangrijker rol speelt dan de concentratie van het zout. 
Bij poly A speelt de hele extinctieverandering onder invloed van Mg++-
lonen zich af in het gebied 0 < r <0,5 . Poly A is dus blijkbaar verzadigd met 
Mg++-ionen bij die verhouding waarbij aan de negatieve fosfaatgroepen een 
equivalente hoeveelheid Mg++-ionen is toegevoegd. Bij poly U daarentegen 
wordt de extinctie pas constant bij г * 10. In hoofdstuk 3 wordt aangetoond 
dat de associatieconstantes voor de specifieke binding van Mg++ aan poly A en 
poly U slechts weinig verschillen. De extra Mg++-ionen die aan poly U toege­
voegd moeten worden om het maximale hypochroom effect te bereiken zijn 
nodig om de negatieve lading van uracil af te schennen zonder dat ze specifiek 
aan deze base gebonden worden. Aangezien in poly A de base niet negatief 
geladen kan zijn, treedt daar een dergelijk effect niet op. 
Op overeenkomstige wijze kan verklaard worden dat Mg++ op de ex­
tinctie van AMP en ADP geen invloed heeft, terwijl bij UDP een hypochroom 
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effect optreedt. Door Ts'o e.a. (53) is gevonden dat er stapeling optreedt in 
oplossingen van uridine in water. We mogen verwachten dat dit ook in oplos-
singen van UDP mogelijk is. Bij pH > 10 zullen de basen negatief geladen zijn, 
zodat tengevolge van elektrostatische afstoting stapeling onmogelijk is. Toe-
voeging van positieve ionen schermt de ladingen af waardoor stapeling kan 
optreden. Schweizer e.a. (54) toonden aan dat in oplossingen van AMP de 
moleculen gestapeld zijn. In overeenstemming met onze resultaten vonden zij 
dat Mg++-ionen slechts weinig invloed op deze stapeling hebben. Zij verklaar-
den dit door te veronderstellen dat de fosfaatgroepen zich alternerend aan 
tegenoverliggende kanten van de stapels bevinden zodat elektrostatische effec-
ten zo min mogelijk tot uiting komen. 
Dat bij titraties van poly A met MgC^ in 0,1 M KCl een verhoging van 
de extinctie optreedt, wijst er op dat door de hoge K^-concentratie het hypo-
chroom effect reeds zijn maximale waarde heeft bereikt. Toevoeging van 
Mg++-ionen veroorzaakt dan aggregatie die tenslotte leidt tot de vorming van 
een zichtbaar neerslag. Hetzelfde effect nemen we waar als we een overmaat 
Mg++-ionen aan poly A toevoegen zodat r » 1. De extinctie gaat na het 
bereiken van een minimum weer stijgen en uiteindelijk ontstaat een zichtbare 
troebeling. We kunnen ons hierbij voorstellen dat een Mg++-ion aan twee 
fosfaatgroepen van verschillende ketens bindt zoals gesuggereerd is door 
Lyons en Kotin (55). De basen worden dan blootgesteld aan het oplosmiddel, 
zodat ze vanwege hun hydrofoob karakter gaan associëren waardoor tenslotte 
een neerslag ontstaat. Bij poly U nemen we een dergelijk effect niet waar. Dit 
is in overeenstemming met het feit dat purines in oplossing een sterkere 
neiging tot associëren hebben dan pyrimidines (53). Op enigszins andere 
manier is ook door Eisinger e.a. (56) waargenomen dat poly A en poly I, die 
purine-basen bevatten, wel neergeslagen kunnen worden door Mg++ en Mn++, 
poly U en poly C, die pyrimidine-basen bevatten, echter niet. 
Nadat Cavalieri (57) en Shack en Thompsett (58) in 1952 ontdekt had-
den dat Mg++-ionen resp. neutrale zouten de extinctie van DNA in het gebied 
rond 260 τιψ- verlagen, is door vele anderen de invloed van metaalionen op de 
absorptiespectra van nucleihezuren onderzocht. Voor zover dit werk betrek­
king heeft op alkali- en aardalkalimetaalionen geven we er een overzicht van in 
tabel 2.1. 
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Tabel 2.1.Overzicht van de litteratuur betreffende de invloed van alkali- en aard-
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Shack(63) 
id. 
Haschemeyer, Singer en 
Fraenkel-Conrat (64) 





Cox en Littauer (66) 
Baranowska, Baranowski 
en Laskowski (67) 
In het algemeen is er grote overeenstemming zowel in meetuitkomsten 
als wat betreft de interpretatie. Met tweewaardige kationen wordt het maxi­
male hypochroom effect meestal bereikt bij г = 0 , 5 . Om met eenwaardige 
kationen hetzelfde effect te bereiken is een ongeveer lOOx zo grote hoeveel­
heid nodig. Het anion speelt geen enkele rol. Unaniem wordt het optreden van 
het hypochroom effect toegeschreven aan de vorming van een meer geordende 
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structuur, zij het dat slechts in enkele gevallen duidelijk is welke deze struc­
tuur is. Een voorbeeld hiervan is de dubbelhelix die onder invloed van ka-
tionen gevormd wordt in een oplossing van equimoleculaire hoeveelheid poly 
A en poly U (62). Dat deze metaalionen geen invloed hebben op het absorp-
tiespectrum van ongedenatureerd DNA wekt geen verwondering omdat hierin 
de basen reeds maximaal gestapeld zijn. 
De uitkomsten voor de grootte van het hypochroom effect zijn onder­
ling vaak niet in overeenstemming. Een reden hiervoor kan zijn dat geringe 
hoeveelheden verontreinigingen, vooral van tweewaardige kationen, op deze 
uitkomsten een grote invloed hebben. De lage waarde die Felsenfeld en Huang 
voor het hypochroom effect van poly U vonden (33), wordt veroorzaakt 
doordat zij de metingen bij pH « 7 uitvoerden. 
Enigszins afwijkende resultaten zijn verkregen door Fishman e.a. (68). 
Toevoeging van Mg++ aan gedenatureerd DNA gaf op de normale wijze aanlei­
ding tot daling van de extinctie zonder dat verschuivingen in het spectrum 
optraden. Voegden zij Mg++ toe aan natief DNA, waarna dit door verhitting 
gedenatureerd werd, dan trad naast een extinctieverandering ook een ver­
schuiving van het maximum naar hogere golflengte op waaruit zij de conclusie 
trokken dat onder deze omstandigheden Mg++-ionen aan de basen gebonden 
worden. Metaalionen waarvan duidelijk vaststaat dat zij aan de basen binden, 
blijken inderdaad verschuivingen in het spectrum van nucleihezuren te veroor­
zaken. Dit is onder andere waargenomen door Yamane en Davidson (69) voor 
de interactie van Hg++ en Ag+ met poly A en poly U, door Kawade (70) voor 
de binding van Hg++-ionen aan RNA, poly A en poly U en door Eichhorn e.a. 
(71) voor de interactie tussen Си^-іопеп en gedenatureerd DNA. 
2.4. Meting van de optische rotatie dispersie 
ORD-curven van poly A en poly U in afwezigheid en in aanwezigheid 
van Mg++-ionen werden opgenomen met een Yasco automatische spectropolar-
imeter model ORD/UV-5. Als lichtbron werd een hogedruk Osram XBO 450 
watt xenonlamp gebruikt. Gemeten werd bij omgevingstemperatuur in kwarts-
cuvetten met een optische weglengte van 10 mm ten opzichte van lucht als 
blanco. Voor de volumetoename door toevoeging van de MgC^-oplossing 
werd gecorrigeerd. 
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De resultaten van enkele representatieve metingen zijn weergegeven in 
fig. 2.4 t/m 2.6. Op de verticale as hebben we de molaire rotatie [M ] uitgezet: 
10a [M ] = 
waarin α = geme ten rotatie in graden 
1 = optische weglengte in dm 























Ζ20 240 m 280 λ m π\μ 
Fig.2.4. ORD van poly A in 0,02 M bis pH 9,0 in afwezigheid (r = 0) en in aanwezig­
heid (r = 1) van Mg**^ poly A ] = 10 . Ter vergelijking is de ORD-curve van 
AMP in hetzelfde milieu opgenomen. 
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Fig.2.5. ORD van poly A in 0,01 M acetaat pH 4,7 in afwezigheid (г = 0) en in 
aanwezigheid (г = 1) van Mg . [ poly A ] = 10 . 
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Fig.2.6. ORD van poly U in 0,02 M TMA pH 10,0 en in 0,02 M acetaat pH 4,8. [ poly 
U ] = 1,7.10 . 
Enkele numerieke gegevens vermelden we in tabel 2.2. Voor het geval dat er 
geen Mg++-ionen aanwezig zijn, stemmen onze resultaten goed overeen met de 
metingen van Sarkar en Yang (49) en van Holcomb en Tinoco (38). 
Een praktische moeilijkheid bij deze metingen is het feit dat de ex-
tinctiecoëfficiënt van de polynucleotiden in het UV-gebied groot is. Dit heeft 
een ongunstige signaal-ruis verhouding tot gevolg waardoor de meetfout kan 
oplopen tot 5 0 /o . De nauwkeurigheid van de golflengtemeting is 1 à 2 τημ. 
Bezien we de invloed van Mg++-ionen op de ORD van poly A en poly U 
dan komen we tot de volgende conclusies. De posities van maxima en minima 
blijven ongewijzigd bij toevoeging van Mg . 
In basisch milieu heeft Mg4"1' een duidelijk effect op de ORD van poly A, in 
zuur milieu valt dit effect - zo het bestaat - geheel binnen de meetfout. De 
ORD-curve van poly U wordt noch in zuur noch in basisch milieu beïnvloed 
door Mg++. De ORD-curven die gemeten werden in aanwezigheid van zoveel 
Mg++ dat г = 1, vallen namelijk geheel samen met die welke gemeten zijn in 
afwezigheid van Mg++ en die weergegeven zijn in fig. 2.6. 
Metingen die we bij constante golflengte uitvoerden іл de hoop de veran­
deringen in de gemiddelde rotatie nauwkeuriger te kunnen bepalen gaven geen 
wezenlijk ander resultaat. 
10 
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2.5. Discussie van de optische rotatie dispersiemetingen 
De resultaten van de ORD-metingen komen grotendeels overeen met die 
van de extinctiemetingen. Ook in de ORD-curven vindt geen golflengte­
verschuiving van maxima en minima plaats, dus Mg++-ionen worden niet aan 
de basen gebonden. De toename van de rotatie van poly A in basisch milieu 
onder invloed van Mg++-ionen wijst op stapeling van de basen. Over mogelijke 
structuurveranderingen van poly A in zuur milieu en van poly U tengevolge 
van de toevoeging van Mg1"1" kunnen we vanwege de beperkte meetnauwkeurig-
heid uit de ORD-metingen geen conclusies trekken. Het grote verschil in 
rotatie van poly A in zuur en in basisch milieu hangt samen met het feit dat 
poly A in zuur milieu een dubbelhelixstructuur heeft, zodat de basen maxi­
maal gestapeld zijn. Toch mag uit de betrekkelijk geringe invloed die 
Mg++-ionen op de rotatie van poly A in basisch milieu hebben niet de conclu-
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sie getrokken worden dat slechts een klein deel van de basen gestapeld is. De 
ORD in zuur milieu wordt immers mede bepaald door het feit dat adenine 
geprotoneerd is. 
In de litteratuur zijn nog slechts weinig gegevens te vinden over de 
invloed van metaalionen op de ORD van nucleinezuren. Cheng (72) vond dat 
Μη
++
, Mg++, Cá'"+ en Zn++ de plaats van de maxima en minima in de 
ORD-curve van DNA niet, de rotatie echter wel beïnvloeden. Zijn uitkomst 
voor Mg++ vertoont grote overeenkomst met onze metingen over de invloed 
van Mg++ op poly A in basisch milieu. Cu++- en Hg++- ionen veranderen de 
ORD van DNA volledig; van deze ionen is dan ook bekend dat zij aan de 
basen binden (70,71). De bewering van Cheng dat de ORD gevoeliger is om 
interactie van DNA met tweewaardige metaalionen te ontdekken dan het 
overeenkomstige absorptiespectrum wordt door onze metingen, althans wat 
de interactie van poly A en poly U met Mg^-ionen betreft, tegengesproken. 
Ook Voumakis en Scheraga (73) vonden slechts een geringe invloed van 
Mg++-ionen op de ORD van alanine- en tyrosine-transfer-RNA. Er traden geen 
verschuivingen op en de rotatie nam een weinig toe of af afhankelijk van het 
soort transfer-RNA en de temperatuur waarbij de metingen uitgevoerd 
werden. De uitkomsten van Rodgers (120) betreffende de invloed van Mg++ 
op de ORD van ribosomaal RNA zijn vrijwel identiek met de onze voor poly 
A in basisch milieu. 
36 
Hoofdstuk 3 
KWANTITATIEVE BEPALING VAN DE BINDING VAN MAGNESIUM-
IONEN AAN NUCLEINEZUREN MET BEHULP VAN EEN METAAL· 
INDICATOR 
3.1. Inleiding 
Wanneer we aan een oplossing van nucleihezuren Mg++-ionen toevoegen 
dan zullen deze voor een deel gebonden worden en voor de rest vrij in oplos-
sing blijven. Kwantitatieve gegevens over de verhouding tussen deze beide 
hoeveelheden zijn belangrijk om daaruit de thermodynamische grootheden 
van deze binding te kunnen berekenen. De gegevens over deze verhouding 
kunnen bijvoorbeeld verkregen worden door bepaling van de concentratie van 
de vrije Mg++-ionen; indien daarnaast bekend is hoeveel Mg++ er in totaal 
aanwezig is, kan de hoeveelheid gebonden Mg++ berekend worden. 
Het aantal methodes om de concentratie van de vrije Mg++ in aanwezig-
heid van nucleihezuren te bepalen is beperkt. Het meest toegepast is de me-
thode van evenwichtsdialyse (61,74,75,76,77,78, 105). Naast experimentele 
bewerkelijkheid en geringe nauwkeurigheid wordt deze methode gecompli-
ceerd door het optreden van een Donnanpotentiaal. Deze zou onderdrukt 
kunnen worden door in een milieu van hoge ionsterkte te werken, hetgeen 
echter weer invloed heeft op de binding van Mg++-ionen. Een andere methode 
is die waarbij gebruik gemaakt wordt van een metaalindicator (9,79). Dit is 
een verbinding waarvan het spectrum veranderingen ondergaat door binding 
van metaalionen. Als de associatieconstante van het metaalion-indicator-
complex bekend is, kan uit extinctiemetingen de vrije metaalionenconcentra-
tie berekend worden. We zullen deze methode in dit hoofdstuk uitwerken. 
Een enkel resultaat werd reeds gepubliceerd (80). Het is te verwachten dat in 
de toekomst meer gebruik gemaakt zal kunnen worden van een derde metho-
de, namelijk het rechtstreeks bepalen van ionenactiviteiten met elektrodes die 
selectief zijn voor bepaalde ionen. Dergelijke elektrodes voor Mg++ en Ca++ 
zijn momenteel al beschikbaar (81,82); ze zijn echter nog niet voldoende 
selectief om de metingen ermee kwantitatief te interpreteren. Van de katio-
nen waarvoor voldoend selectieve elektroden wel bestaan, zijn de interacties 
met nucleihezuren uitvoerig op deze wijze onderzocht. Als voorbeelden kun-
nen genoemd worden de meting van de binding van ¥t aan poly A met een 




Voor de bepaling van de concentratie van de vrije Mg++-ionen in op­
lossingen die een nucleihezuur en Mg1"1" bevatten, maakten we gebruik van de 
azo-kleurstof calmagiet, die we betrokken van Noury-Baker N.V., Deventer, 
Nederland. Deze stof vertoont in structuur en eigenschappen veel overeen­
komst met Erio Τ (85). Zie ook fig. 3.1. Calmagiet bevat geen nitrogroep die 
wel in Erio Τ voorkomt en vanwege zijn oxiderende eigenschappen mede 
verantwoordelijk is voor de instabiliteit van deze indicator. Zoals uit extinctie-
metingen bleek, is een oplossing van calmagiet in water gedurende enkele uren 
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Fig.3.1. Absorptiespectrum van calmagiet en het magnesium complex van calmagiet in 
0,01 M TMA pH 10,2. De totale calmagjetconcentratie is in beide gevallen 
gelijk. Het spectrum van MgD" is opgenomen in aanwezigheid van overmaat 
Mg . 
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Wanneer we de in fig. 3.1 gegeven formule van calmagiet voorstellen 
door H-jD, kunnen we de evenwichten die zich in oplossing onder invloed van 
H+-ionen instellen als volgt weergeven. 
H^D 
rood 
H ? D " 
rood 















pK = 8,14 
pK =12,35 
blauw oranjerood 
Rond pH 10 stelt zich in aanwezigheid van Mg++ het volgende evenwicht in: 
HD= + Mg + + ^ MgD" + H+ ( 3 . 1 ) 
blauw rood 
met de associatieconstante 
k = 4D- · v 
ig' 
aHD= ' a M K
+ + 
( 3 . 2 ) 
waarin a de activiteit van het betrokken ion voorstelt. 
Als we de pH constant houden, geldt : 
^ 0 = ' a M g + + 
Deze vergelijking kunnen we ook als volgt schrijven: 
waarin γ de activiteitscoëfficiënt van het betrokken ion is. 
Bij constante ionsterkte en temperatuur zijn de activiteitscoëfficiënten con-
stant zodat we dan kunnen schrijven: 
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k " = [ Μ Κ ρ Ί • (3.5) 
k
 [ HD=] [ Mg++] 
Uit combinatie van de vergelijkingen (3.2) t/m (3.5) volgt dat onder de om­
standigheden van onze metingen, namelijk bij constante ionsterkte en tempe­
ratuur geldt: 
log к = log k" - pH + constante (3.6) 
De spectra van HET en MgD" zijn weergegeven in fig. 3.1. We zullen 
allereerst nagaan hoe uit extinctiemetingen de concentratie van het vrije Mg++ 
berekend kan worden. Noemen we de totale calmagietconcentratie [D ] dan 
zal bij toevoeging van Mg++ een fractie Of omgezet worden in MgD" zodat 
[MgD"] = a[D ] en [HET] - (l-a:)[D ]. Substitueren we dit in verg. (3.5) dan 
krijgen we: 
k" = - ρ - ' ΓΐΓ+ΤΪ ( 3 . 7 ) 
1 -α [ Mg+ +] 
Uit extinctiemetingen volgt de waarde van α : noemen we bij een willekeurige 
golflengte en constante calmagietconcentratie 
Eorj= = extinctie van zuiver HD= 
£¡MgD" = extinctie van zuiver MgD" 









 E HD = ( 3 . 9 ) 
^ g D - " E HD = 
Als we nu de waarde van k" kennen, kan met verg. (3.7) de vrije Mg++-con-
centratie berekend worden. De enkele k" -waarden die gepubliceerd zijn (85), 
kunnen we vanwege verschil in ionsterkte en temperatuur niet gebruiken. 
Omdat ook de constante uit verg. (3.6) niet bekend is, hebben we bij elke 
meting k" zelf bepaald. Dit is rechtstreeks mogelijk uit de blancotitraties. De 
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manier waarop deze precies uitgevoerd worden, zal in de volgende paragraaf 
worden beschreven, in feite komen ze neer op het toevoegen van Mg++ in 
kleine stapjes aan een oplossing van caimagiet, waarbij na elke toevoeging de 
extinctie gemeten wordt. Hieruit wordt Of berekend en omdat de totale hoe­
veelheid toegevoegd Mg++ bekend is, kan met behulp van verg. (3.7) k" 
berekend worden. Een complicatie hierbij is dat we de concentratie van het 
caimagiet niet kennen; zoals de meeste van dit soort kleurstoffen is het name­
lijk ernstig verontreinigd. Noemen we de totale Mg++-concentratie [M*4] 
dan geldt : 
[Mg + + ] = [ M g + + ] t o t - «ID] 
Substitutie hiervan in verg. (3.7) geeft : 
Na enig omwerken volgt hieruit: 
[ M g + + ] t o t . ψ = [ D ] ( 1 - a ) + - ! „ . ( 3 . 1 1 ) 
Zetten we het linkerlid hiervan uit tegen 1-a dan krijgen we een rechte lijn 
met asafsnede (k" ) en helling [D]. 
Ook is het mogelijk verg. (3.10) om te werken tot: 
———
 =
- h · тЬг + [Dl (3-12) 
Het linkerlid hiervan uitgezet tegen (l-or) geeft eveneens een rechte lijn, nu 
met asafsnede [D ] en helling (k" ) . In fig. 3.2 is een voorbeeld gegeven van 
dezelfde meetresultaten uitgezet zowel volgens verg. (3.11) als volgens verg. 
(3.12). Zoals te verwachten is, stemmen de waarden van k" en [D ] gevonden 
uit beide lijnen goed overeen. De invloed van de ionsterkte op k" blijkt uit 
fig. 3.3. Hierin is log k" uitgezet tegenyC"Omdat k" afhankelijk is van de 
pH en niet alie metingen bij precies dezelfde pH uitgevoerd zijn, hebben we de 
gemeten waarden van k" met behulp van verg. (3.6) omgerekend naar pH = 
10,00. Voor de berekening van de ionsterkte zijn alleen de ionen van de 
buffer meegerekend waardoor bij lage ionsterktes een fout van circa 10 0/o 
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Fig. 3.2. Bepaling van de associatieconstante van het MgD'-complex en de totaal­
concentratie van calmagiet bij 5 0C in 0,01 M TMA pH 10,2. 
a. volgens verg. (3.11). 
b. volgens verg. (3.12). 
gemaakt wordt. Geheel volgens verwachting neemt к " af als de ionsterkte 
toeneemt. 
Op overeenkomstige wijze is het mogelijk met behulp van calmagiet de 
concentratie van vrije €α++-ϊοηβη te bepalen. De spectra van MgD" en CaD" 
lijken namelijk zeer veel op elkaar (85). 
Zoals uit tabel 3.1 blijkt, is de schijnbare associatieconstante van het CaD"-
complex veel kleiner dan die van het MgD"-complex. Dit heeft tot gevolg dat 
een zeer geringe verontreiniging door Mg++ in het gebruikte calciumzout aan­
leiding geeft tot ernstige fouten in de metingen. We maakten daarom gebruik 
van Suprapur СаСЦ.б НлО (Merck, Darmstadt). Met atoomabsorptiespectro-
fotometrie was hierin geen magnesium aantoonbaar. 
In het voorgaande is impliciet een aantal veronderstellingen gemaakt die 
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Fig.3.3. Associatieconstante van het MgD-complex bij pH 10,00 en 250C als functie 
van de lonsterkte. 
Tabel 3.1 Vergelijking van de schijnbare associatieconstanten van 
calmagiet met magnesium en calcium bij pH 10,00 
Mg++ 
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Aangenomen is dat calmagiet alleen als HET en MgD" aanwezig is. Geheel 
correct is dit bij geen enkele pH. Wel is er een klein pH-gebied waarin deze 
aanname voor meer dan 990/o juist is. De grenzen van dit pH-gebied worden 
bepaald door de pK-waarden van 8,14 en 12,35 zodat het ligt tussen pH = 
10,14 en pH = 10,35. Onze metingen zijn dan ook in dit pH-gebied uitge­
voerd. Om deze reden is het ook niet zinvol voor de metingen waarbij Ca++-
ionen betrokken zijn een hogere pH te kiezen; к " wordt dan wel groter maar 
de afgeleide formules zijn niet meer geldig. 
Het oplosbaarheidsprodukt van Mg(OH)2 is 10" zodat bij pH « 10 en 
de door ons gebruikte Mg++-concentraties nog geen neerslag van Mg(OH)2 
ontstaat.Ook hydrolyse:Mg',",' + F^O ^ MgOH+ + H + speelt geen rol want 
de hydrolyseconstante (in 0,1 M KCl en bij 30oC) bedraagt 10*13 (86). 
Verg. (3.8) berust op de wet van Beer. Bevestigd kon worden dat bij de 
golflengte waarbij de meeste metingen uitgevoerd werden (530 πψ) de extinc­
tie evenredig is met de concentratie zowel voor HD= als voor MgD" en CaD". 
Volgens verg. (3.1) vormen Mg++ en calmagiet een 1:1 complex. Dit is 
bekend uit het werk van Lindstrom en Diehl (85). Het wordt bevestigd door 
fig. 3.2. Indien het complex een andere samenstelling zou hebben, zouden we 
in deze figuur geen rechte lijnen krijgen. 
Het handelspreparaat van calmagiet bevatte een aantal verontreinigingen 
zoals bleek uit dufmelaagchromatografie. Bij gebruikmaking van een laag van 
silicagel en een loopvloeistof die voor 80o/o uit n-propanol en voor 20o/o uit 
12,50/o ammonia bestond, werden vijf vlekken zichtbaar. We stelden daarom 
pogingen in het werk calmagiet te zuiveren. 
a. Door omkristallisatie uit aceton. 
b. Door kolomchromatografie over Bio-Gel P-2 (Bio-Rad Laboratories, 
Richmond, Californie). De kolom werd achtereenvolgens voorgespoeld met 
EDTA en water. Het calmagiet werd geëlueerd met 10 M NaOH. Vóór 
het calmagiet uit liep een paarse band die niet met Mg++of Ca++reageer-
de. 
с Door de methode van Lindstrom en Isaac (87) toe te passen. Hierbij werd 
calmagiet in een Soxhletapparaat achtereenvolgens geëxtraheerd met 
40-50° petroleumether en chloroform; daarna neergeslagen met 1 M HCl. 
Met geen van deze methodes slaagden we er in calmagiet zo ver te zuiveren dat 
dunnelaagchromatografie slechts één vlek te zien gaf. Voor de uitkomsten van 
onze metingen bleek het geen verschil te maken of we van het handels-
preparaat of van "gezuiverd" calmagiet uitgingen. Te zamen met het feit dat 
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we in fig. 3.2 rechte lijnen vinden, betekent dit dat de verontreinigingen geen 
Mg++ of Ca+ + binden en geen of een constante bijdrage tot de extinctie 
hebben. Aangezien al onze extinctiemetingen verschilmetingen zijn tussen op­
lossingen met een gelijke totaal calmagietconcentratie hebben we geen last van 
deze verontreinigingen. 
3.3. Methode en resultaten 
Voor nauwkeurige metingen moeten we een golflengte kiezen waarbij 
het verschil in extinctie tussen HET en MgD" groot is. We voerden daarom de 
metingen uit bij 530 τημ of 610 mju. De resultaten bij eerstgenoemde golf­
lengte zijn beter reproduceerbaar hetgeen samenhangt met het feit dat de 
extinctie bij deze golflengte beter stabiel is. Overigens was er geen significant 
verschil tussen de metingen bij deze twee golflengtes. De extinctiemetingen 
werden uitgevoerd op de wijze die in paragraaf 2.2 beschreven is. 
Voor het uitvoeren van een titratie gingen we als volgt te werk. We 
losten calmagiet op tot een extinctie van circa 1,5 in een buffer met een pH 
tussen 10,0 en 10,5. Als buffer gebruikten we bij voorkeur trimethylamine-
-HC1 (TMA heeft een pK van 10,0) omdat te verwachten is dat het TMA+-ion 
door zijn grootte minder sterk elektrostatisch gebonden wordt dan b.v. 
Na+-of K+-ionen. Om dezelfde reden gebruikten we in een aantal gevallen 
tetraethylammoniumchloride als zout om de ionsterkte te verhogen 
(tetraethylammoniumhydroxide heeft een pK van 12,3). Een deel van deze 
calmagietoplossing verdunden we 1:1 met de te onderzoeken oplossing van 
poly A of poly U (oplossing a); een ander deel verdunden we 1:1 met water 
(oplossing b). De pH van beide oplossingen werd gemeten. Bovendien maak­
ten we een Mg++-oplossing door MgCU op te lossen in een deel van oplossing 
b (oplossing c). De Mg++-concentratie hiervan werd bepaald door titratie met 
EDTA. We pipetteerden 2 ml van oplossing a in een cuvet met een optische 
weglengte van 10 mm. Hieraan voegden we oplossing с toe met een Agla 
micrometerburet (totaalvolume 0,5 ml) of met een Manostat Digi-Pet (totaal­
volume 1 ml). Met beide kunnen volumina van 0,01 ml met een nauwkeurig­
heid van ongeveer l0/o toegevoegd worden. De totale calmagietconcentratie 
bleef aldus gedurende een titratie constant terwijl de ionsterkte alleen in de 
meest ongunstige gevallen 10 à 20ο/ο veranderde tengevolge van het toege­
voegde MgCU. Als referentie-oplossing voor de extinctiemetingen gebruikten 
we eveneens oplossing a. We maten dus rechtstreeks de verschilextincties uit 
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verg. (3.9). Om de extinctie van MgD" te bepalen werd een overmaat Mg++ 
toegevoegd. Als de extinctie constant bleef bij verdere toevoeging van Mg++ 
namen we aan dat alle calmagiet in de MgD"-vorm aanwezig was. Om dit te 
bereiken moesten we vaak op het eind van een titratie wat vast MgCU toevoe-
gen. Na afloop van de titratie werd de pH weer gemeten. Met behulp van een 
gecombineerde kalomel-glaselektrode (Radiometer, type GK 2024 C) kon dit 
rechtstreeks in de cuvet gebeuren. De pH daalde gedurende een titratie nooit 
meer dan 0,1. Op overeenkomstige wijze werd met oplossing b een blancoti-
tratie uitgevoerd. Een complicatie deed zich hierbij voor omdat bleek dat 
toevoeging van een zeer kleine hoeveelheid vast EDTA aan de referentie-oplos-
sing aanleiding gaf tot een extinctieverandering van 1 à 30/o. Deze wees op 
een geringe verontreiniging door Mg++-of Ca++-ionen waardoor niet alle cal-
magiet in de HD=-vorm aanwezig was. Deze verontreiniging was waarschijnlijk 
in het calmagiet zelf aanwezig want het maken van de oplossingen met kwarts 
of plastic erlenmeyers en pipetten gaf geen betere resultaten dan wanneer dit 
gebeurde met zorgvuldig schoongemaakt glaswerk. We corrigeerden voor dit 
effect door aan te nemen dat het geheel door Mg++ veroorzaakt werd. 
Uit de gemeten extincties berekenden we cc via verg. (3.9) en zetten de 
gevonden waarden in een grafiek uit tegen de hoeveelheid toegevoegd MgCU. 
Zie fig. 3.4. Aangezien «volgens verg. (3.7) een maat is voor de vrije Mg+ -
concentratie is het duidelijk waarom de curve van de polynucleotide-titratie 
verschoven is ten opzichte van de blanco: er moet meer Mg++ toegevoegd 
worden om dezelfde waarde van a te bereiken. Deze extra hoeveelheid is 
gebonden aan het polynucleotide. Uit α en de berekende associatieconstante 
van het MgD"-complex kunnen we met verg. (3.7) de waarde van [Mg++] 
berekenen. Als we het horizontale verschil tussen beide titratiecurven delen 
door de polynucleotideconcentratie weten we het aantal gebonden Mg++-
ionen per monomeereenheid. We zullen dit in het vervolg aanduiden met v. In 
fig. 3.5 is voor poly A en poly U ν tegen log [Mg++ ] uitgezet. Ter vergelijking 
zijn ook resultaten van de Mg++-binding aan AMP en ADP weergegeven. Het 
blijkt dat in het onderzochte gebied van vrije Mg++-concentratie nauwelijks 
binding van Mg++ aan AMP optreedt. Uitbreiding van dit concentratiegebied 
is niet mogelijk omdat het geheel vastgelegd is door de eigenschappen van 
calmagiet. De associatieconstante van het complex tussen Mg+ + en AMP is zo 
klein dat de titratiecurve van AMP bijna samenvalt met die van de blancotitra­
tie. Dit is in overeenstemming met de litteratuurwaarde (88) van deze associa­
tieconstante к = 100. 
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Fig 3 4 Spectrofotomctrische titratie van 1,01.10 M poly A in aanwezigheid van 
4,5 IO"5 M calmagiet met 9,85.IO"3 M MgClj. λ = 530 тД, temp = 250C, 
milieu 0,01 M TM A pH 10,1 De onderbroken Ujn geeft de vrije Mg -con­
centratie als functie van 0¡en is berekend met verg (3.7). 
Indien we veronderstellen dat de bindingsplaatsen op AMP en ADP vol-
ledig met Mg',"," bezet zijn bij ν = 1 en op poly A en poly U bij ν =0,5 blijkt 
uit fig 3 5 dat voor de volgorde van affiniteit voor Mg++ geldt poly A >poly 
U >ADP >AMP, in overeenstemming met hetgeen in paragraaf 4 4 gevonden 
wordt uit conductometnsche titraties 
Nauwkeurige metingen van de binding van Ca + + aan poly A bleken niet 
mogelijk te zijn omdat een neerslag gevormd werd voordat α een constante 
waarde bereikte De eindextmctie kon daardoor niet bepaald worden. Dit 
verschijnsel is verklaarbaar uit de lagere waarde van k" van het CaD'-complex. 
Om een bepaalde waarde van α te bereiken moet meer Ca + + dan Mg toege­
voegd worden en zoals reeds in paragraaf 2 3 beschreven is, geeft een over­
maat toegevoegd tweewaardig kation aanleiding tot het neerslaan van poly A. 
Bij het verwerken van de meetuitkomsten is aangenomen dat er geen 
interactie optreedt van de aanwezige amonen zoals СГ of van calmagiet met 
de polynucleotiden. Om een eventuele invloed van het anion na te gaan heb-
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ben we titraties uitgevoerd zowel met MgSO^ als met MgCU en vonden 
daarbij geen verschillen. Ook Skerjanc en Strauss (78) vonden dat СГ niet 
door DNA gebonden wordt. 
Een eventuele interactie tussen calmagiet en de nucleihezuren, waarbij 
ook te denken is aan een temair calmagiei-Mg++-nucleihezuur-complex, heb­
ben we onderzocht via extinctiemetingen, zowel in het zichtbare als in het 
ultraviolette gebied. Hierbij werden de spectra van calmagiet en een nucleihe-
zuur apart gemeten, opgeteld en vergeleken met het spectrum van een mengsel 
waarin beide stoffen in precies dezelfde concentraties aanwezig waren. Dit 
werd uitgevoerd zowel in aanwezigheid als in afwezigheid van Mg++. Bij poly 
A en poly U werden geen verschillen groter dan de meetfout gevonden. ADP 
bleek een invloed op het spectrum van calmagiet te hebben die toenam met de 
AD P-concentratie. Gezien het feit dat onze uitkomsten voor de Mg++-binding 
aan ADP goed met de litteratuurwaarden overeenstemmen (zie volgende para-
lojtMtf") 
Fig.3.5. Gebonden aantal Mg -ionen per monomeereenheid (per molecule voor ADP 
en AMP) als functie van de vrije Mg -concentratie. De metingen zijn uitge­
voerd bij λ = 530 πψι, 25 0 C en een calmagietconcentratie van circa 5.10 M 
-3 > in 0,01 M TM A bij pH 10,1. De nucleihezuurconcentiatie was 1.10 a 
1,5.10'3 M. 
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graaf) concluderen we dat door onze manier van meten, waarbij als referentie 
een oplossing gebruikt wordt met exact dezelfde calmagiet- en ADP-concen-
tratie als de meetoplossing, een dergelijk effect in het eindresultaat wegvalt 
Ook met conductometnsche titraties en ORD-metingen werden geen aanwij­
zingen gevonden voor een interactie tussen calmagiet en poly A of poly U. 
3.4. Analyse van de resultaten 
Wanneer de bindingsplaatsen voor Mg++ op een polynucleotide identiek 
zijn en indien er geen interactie tussen de bindingsplaatsen optreedt, geldt de 
volgende relatie 
[міЦ- = k n • k v ( 3 · 1 3 ) 
waann к de associatieconstante en η het aantal bindingsplaatsen per mono-
meereenheid voorstelt 
Zetten we vj [Mg++] uit tegen ν dan ontstaat een rechte lijn met een helling 
gelijk aan -k en een asafsnede op de M-as gelijk aan η Deze manier van 
uitzetten staat bekend onder de naam Scatchardplot (89). In fig 3 6 is dit 
uitgevoerd voor poly A en poly U. Er worden geen rechte lijnen verkregen 
omdat niet voldaan is aan de voorwaarde van identieke, onafhankelijke bin­
dingsplaatsen In fig 3 7 zijn op overeenkomstige wijze meetresultaten voor 
de binding van Mg++ aan ADP en citraat weergegeven Hier worden wel rechte 
lijnen gevonden en de daaruit afgeleide waarden van к en η zijn m tabel 3 2 te 
zamen met resultaten van enkele andere metingen vermeld en vergeleken met 
associatieconstanten die uit de litteratuur bekend zijn Zowel met ADP als 
met citraat vormt Mg+ + een 1 1 complex, zodat voor η een waarde van 1,00 
te verwachten is In aanmerking nemend dat de associatieconstante afhanke-
hjk is van de lonsterkte is er een goede overeenstemming tussen onze waarden 
en die van anderen 
Zoals reeds opgemerkt wordt bij poly A en poly U niet voldaan aan de 
voorwaarde van identieke, onafhankelijke bindingsplaatsen De oorzaak hier­
van ligt voor de hand de negatieve fosfaatgroepen zijn de bindingsplaatsen en 
bij verwaarlozing van eindgroepeffecten zijn deze wel identiek, echter met 
onafhankelijk van elkaar Tengevolge van de lading zal de affiniteit voor Mg++ 
van elke plaats beïnvloed worden door het al of met bezet zijn van de andere 
plaatsen Naarmate er meer Mg++-ionen door een polynucleotide gebonden 
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worden, zal de negatieve lading hiervan afnemen zodat volgende Mg++-ionen 
steeds zwakker aangetrokken worden. De schijnbare associatieconstante is dus 
een functie van de elektrostatische vrije energie van het associatieproces, het­
geen weergegeven kan worden door de volgende uitdrukking (92, 93) 
k = k L ff* l (3.14) 
R
 ^int P l k B T f 
Tabel 3 2 Associatieconstanten en aantal bindingsplaatsen 
voor de Mg++-complexen van citraat en ADP en 
het Ca++-complex van citraat 
• 
citraat + Mg++ 
ADP + Mg++ 
citraat + Ca++ 
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Fig.3.6. De meetresultaten voor poly A en poly U uit fig. 3.5 en voor poly U in 0,1 M 
KCl uitgezet volgens verg. (3.13). 
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Hierin is Τ de absolute temperatuur, kg de constante van Boltzmann, e de 
lading van een proton en ζ de waardigheid van de Mg++-ionen.i// is de elektro­
statische potentiaal ter plaatse van een bindingsplaats, die veroorzaakt wordt 
door de ladingen van de overige bindingsplaatsen op het polyion; ψ is dus 
afhankelijk van het aantal gebonden Mg++-ionen dus van v. Daarnaast is ψ 
afhankelijk van de vorm van hat polyelektroliet, van ionsterkte, temperatuur 
en dielektrische constante. In principe kan ψ berekend worden door de 
Poisson-Boltzmann vergelijking op te lossen (94). Er moet dan een groot 
aantal veronderstellingen en benaderingen ingevoerd worden. In ons geval 
verandert bovendien de conformatie van poly A en poly U gedurende de 
•ю-[Mg*·] 
Fig.3.7. De meetresultaten voor ADP uit fïg. 3.5 uitgezet volgens verg. (3.13). Ter 
vergelijking is op dezelfde wijze het resultaat van een titratie van citraat in 
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Fig. 3.8. De binding van Mg aan poly A bij verschillende ionsterktes in 0,01 M TM A 
pH 10,1 uitgezet volgens verg. (3.15). Temp. 250C, [ calmagiet ] = 5.10"5 en 
[poly A ] = 2,53.10 . De jonsterktes0,055 en 0,275 zijn verkregen door 
toevoeging van TEAC1. Met de verticale pijlen is aangegeven over welke af­
stand de curven verschuiven als we ze terugrekenen naar 1 = 0 (zie tekst). 
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Fig 3.9. De buiding van Mg aan poly U bij verschillende lonsterktes in 0,01 M TMA 
pH 10,1 uitgezet volgens verg (3.15), (·•···). Temp 250C, [ calmagiet ] = 
5,5 10" en [ poly U ] = 1,74.10" . De lonsterkte van 0,1 werd verkregen met 
behulp van KCl. Ook is weergegeven de gereduceerde viscositeit van oplossin­
gen die volkomen identiek waren aan die welke bij de calmagiettitraties ge­
bruikt werden (o-o-o). Met de verticale pijlen is aangegeven over welke afstand 
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Fig.3.10. De bindmg van Mg aan poly A en poly U bij verschillende temperaturen 
uitgezet volgens verg (3.15). De metingen zijn uitgevoerd in aanwezigheid van 
circae.lO^McalmagictenO.Ol MTMApH 10,1. 
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binding van Mg++ (zie o.a. hoofdstuk 2 en fig. 3.9), hetgeen ook invloed heeft 
op ψ. Berekening van φ is voor ons geval dus niet goed mogelijk, k:
 t is de 
intrinsieke associatieconstante, die we kunnen opvatten als de associatiecon-
stante voor de bezetting van de laatste bindingsplaats op het polymeer dus in 
de situatie waarin φ — 0. Het is niet waarschijnlijk dat k i n t gelijk is aan de 
associatieconstante van de monomeren. We voeren immers alleen een correc­
tieterm in voor elektrostatische effecten en laten ons niet uit over specifieke 
effecten die door de structuur van het polymeer en door structuurveranderin­
gen tijdens de associatie geïnduceerd kunnen worden. 
Substitueren we verg. (3.14) in verg. (3.13) dan ontstaat na enige om-
werking : 
K>. , M 8 . : | <„.,,) - log k l i i t - 0.868 i L (3.15) 
Als we de waarde van η kennen, is het linkerlid bekend uit de titraties met 
calmagiet. Aangezien we de fosfaatgroepen als bindingsplaatsen beschouwen 
geldt η = 0 , 5 . Door nu het linkerlid uit te zetten tegen и vinden we φ als 
functie van v. De waarde van log kj
n t vinden we door extrapolatie naar ν = 
0,5; in dat punt zijn immers alle bindingsplaatsen bezet en is φ = 0 . 
In fig. 3.8 t/m 3.10 zijn een aantal metingen van de binding van Mg++ 
aan poly A en poly U, die bij verschillende ionsterktes en temperaturen uitge­
voerd werden, uitgezet volgens verg. (3.15). Een ionsterkte groter dan 0,275 
bleek met TEAC1 niet realiseerbaar omdat het calmagiet dan niet meer oplost. 
Wat de nauwkeurigheid betreft dient het volgende opgemerkt te worden. 
In fig. 3.4 is te zien dat bij waarden van a > 0,95 de gebonden hoeveelheid 
Mg++ niet nauwkeurig bepaald kan worden. De fout is enigszins afhankelijk 
van de ionsterkte waarbij gemeten wordt en bedraagt bij a = 0,95 circa 5 0 /o. 
Ook in [ Mg++] die we met verg. (3.7) berekenen zit een fout die toeneemt als 
α groter wordt. Stellen we de fout in α op tot ± l0/o dan is bij α = 0,95 de 
fout in [ Mg++] opgelopen tot ± 20 0 /o, waarbij dan nog komt een systema­
tische fout tengevolge van de fout in к " die tot circa 30o/o kan bedragen. In 
de logaritmische term van verg. (3.15) hopen deze fouten zich op zodat b.v. 
bij α = 0,95 en ν = 0,4 de fout in deze term ± 0,2 is. Met de hier beschreven 
methode is het dus niet mogelijk het verloop van de bindingscurven in de 
buurt van volledige bezetting van de bindingsplaatsen te bepalen. In de figuren 
zijn alleen punten opgenomen waarvoor α < 0,95, waardoor de curven zich 
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niet verder uitstrekken dan У^О.З- De onnauwkeurigheid in de logaritmische 
term van elk getekend punt is slechts enkele honderdsten. 
Vergelijken we de curven voor poly A en poly U dan zien we dat -
afgezien van de curve voor poly A bij I = 0,004 - het kwalitatieve beeld 
identiek is. Een zeer steile daling van de logaritmische term, dus volgens verg. 
(3.15) ook van de absolute waarde van ψ, bij een lage waarde van ν wordt 
gevolgd door een veel langzamere daling waarbij deze term •enslotte de nei­
ging heeft om constant te worden. De waarde van V waarbij de zeer steile 
daling optreedt, is verschillend voor poly A en poly U. We schrijven dit niet 
toe aan een specifiek verschil tussen beide polynucleotiden omdat dergelijke 
verschillen ook gevonden werden tussen verschillende preparaten van hetzelf­
de polymeer. Vermoedelijk hangt het verschil samen met de grootte van de 
gesynthetiseerde moleculen. De invloed van de ionsterkte is zeer groot. De 
Mg++-binding neemt sterk af bij toename van de ionsterkte. Dit is geheel 
volgens verwachting omdat elektrostatische krachten een grote rol bij de bin­
ding spelen. De gedaante van de curven verandert weinig onder invloed van de 
ionsterkte; de steile daling bij lage ν wordt alleen geprononceerder bij toena­
me van de ionsterkte. 
Om de vormverandering van de polynucleotiden door toevoeging van 
Mg++ gedurende een titratie na te gaan hebben we de gereduceerde viscositeit 
bepaald van een serie oplossingen van hetzelfde preparaat en met exact dezelf­
de samenstelling als bij een calmagiettitratie. De resultaten voor poly U zijn 
weergegeven in fig. 3.9. Bij lage ionsterkte neemt de gereduceerde viscositeit 
sterk af als ν toeneemt omdat Mg++-ionen de fosfaatgroepen neutraliseren 
zodat het molecule compacter kan worden. Bij hoge ionsterkte is de geredu­
ceerde viscositeit veel lager en wordt nauwelijks beïnvloed door Mg++ omdat 
dan de negatieve ladingen van de fosfaatgroepen reeds afgeschermd zijn door 
de grote hoeveelheid K+-ionen. Overeenkomstige resultaten werden verkregen 
met poly A. 
Extrapolatie van de titratiecurven naar ν = 0,5 om log kj
n t te vinden is 
een enigszins dubieuze zaak omdat betrouwbare metingen zich slechts tot ν « 
0,3 uitstrekken. Het blijkt echter duidelijk uit fig. 3.8 en 3.9 dat k-
nt afhanke­
lijk is van de ionsterkte. Dit is ten dele te verklaren uit het feit dat k ¡ n t zoals 
in verg. (3.15) bedoeld niet een echte thermodynamische associatieconstante 
is, uitgedrukt in activiteiten, maar een evenwichtsconstante uitgedrukt in con-
centraties. Daarnaast kan de mogelijkheid niet uitgesloten worden dat er spe-
cifieke binding van de eenwaardige kationen door de fosfaatgroepen optreedt. 
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Om een indruk te krijgen van de grootte van de thermodynamische k·
 t 
nemen we aan dat de binding van Mg++ door poly A en poly U op dezelfde 
wijze door de ionsterkte beïnvloed wordt als de binding van Mg++ aan ADP. 
Hiervan is de ionsterkte-afhankelijkheid in het gebied I = 0 tot I =0,17 
bepaald door Phillips e.a. (91). Met behulp van hun gegevens kunnen we onze 
resultaten dan terugrekenen naar 1 = 0 . Omdat de ionsterkte gedurende onze 
titraties binnen de reeds genoemde marge constant was, mogen we in eerste 
benadering veronderstellen dat de curven van fig. 3.8 en 3.9 hierbij evenwijdig 
langs de verticale as zullen opschuiven, maar niet van vorm veranderen. In fig. 
3.8 en 3.9 is de grootte van deze opschuiving aangegeven. De curven komen 
veel dichter bij elkaar te liggen en het lijkt er op dat we binnen de gemaakte 
veronderstellingen voor kj n t bij I = 0 een constante waarde vinden. 
Uit de metingen bij verschillende temperatuur zoals weergegeven in fig. 
3.10 kan de intrinsieke enthalpie van de associatie ( AHjnt) worden berekend. 
Omdat door extrapolatie geen nauwkeurige waarden van log k.nt gevonden 
kunnen worden, hebben we de methode gevolgd die door Tanford (95) be-
schreven is en waarbij door toepassing van de verschuivingswet van van 't Hoff 
op verg. (3.15) de volgende relatie afgeleid wordt: 
Г э ( 1 п Г М
е
+ +
П 1 ^ A H i n t
 ( з . 1 6 ) 
L э < 1 / т > J , 
Door in een grafiek voor verschillende temperaturen log [ Mg++] uit te zetten 
tegen v, zoals in fig. 3.11, kan bij iedere waarde van ν het quotiënt A(log 
[ Mg"1"1"])/ Δ(1/Τ) bepaald worden. Uit verg. (3.16) volgt dan de intrinsieke 
enthalpieverandering. Op deze wijze volgt uit fig. 3.11 voor poly A: A H j
n t = 
-2 à - 3 kcal mol .Op overeenkomstige wijze vinden we voor poly U: AHjn t 
= -4 à -5 kcal m o l . De metingen zijn niet nauwkeurig genoeg om aan dit 
verschil betekenis toe te kennen. Wel staat vast dat Δ Н ^ negatief is in 
tegenstelling tot de positieve waarde van Δ Η voor de binding van Mg++ aan 
ADP en ATP (91). Berekening van de intrinsieke entropie van de associatie is 
in principe mogelijk uit de waarden van log kj
n t en Δ H j n t . De nauwkeurig­
heid waarmee we deze grootheden kunnen bepalen is echter niet voldoende 
om aan de uitkomst van een dergelijke berekening waarde te hechten. 
De metingen waarbij Ca++-ionen betrokken zijn, lenen zich vanwege hun 
beperkte nauwkeurigheid niet zo goed voor een even gedetailleerde analyse als 
gegeven voor het geval van Mg++-ionen. Globaal kan gezegd worden dat Ca + + 
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Fig.3.11. Dezelfde meetgegevens van fig.3.10 voor poly A zodanig uitgezet dat daaruit 
met verg. (3.16) de enthalpie van de associatie berekend kan worden. 
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enigszins zwakker door poly A gebonden wordt dan Mg++ en dat ook bij deze 
binding elektrostatische interactie tussen de bindingsplaatsen een grote rol 
speelt. Grafische weergave van de binding van Ca + + aan poly A volgens verg. 
(3.15) geeft een beeld analoog aan dat van fig. 3.8 : een steile daling van φ bij 
een vrij lage waarde van V en een duidelijke afname van de associatie bij 
verhoging van de ionsterkte. 
In tabel 3.3 geven we een aantal waarden van k¡ . onder diverse omstan-
digheden. Vanwege de grote onzekerheid in de extrapolatie zijn de gegeven 
waarden niet meer dan schattingen waarbij aangenomen is dat we de curven 
waarin verg. (3.15) is uitgezet mogen extrapoleren naar и— 0,5. 
3.5. Conclusie 
Op grond van onze metingen komen we tot het volgende beeld. Er is 
geen kwalitatief verschil in binding van Mg++ of Ca + + aan de polynucleotiden. 
Evenmin is er een kwalitatief onderscheid in bindingseigenschappen tussen 
poly A en poly U. Een dergelijk onderscheid was ook niet te verwachten 
omdat in hoofdstuk 2 geconcludeerd is dat de basen aan de binding niet 
meedoen. Er is elektrostatische interactie tussen de bindingsplaatsen waardoor 
de associatieconstante kleiner wordt naarmate meer kationen gebonden zijn 
om tenslotte bij volledige bezetting te naderen tot een waarde - k¡
 t - die in 
dezelfde grootte-orde ligt als de bindingsconstante van het complex tussen 
Mg++resp. Ca++enADP. 
We hebben bij de analyse van de meetresultaten aangenomen dat Mg++ 
en Ca++ specifiek aan de fosfaatgroepen gebonden worden en afgezien van 
eventuele bijdragen van diffuse binding. Over de begrippen specifieke en 
diffuse binding bestaat in de litteratuur enige verwarring. Wij bedoelen, in 
overeenstemming met de definities van Lyons en Kotin (96), met specifieke 
binding of plaatsbinding de associatie van tegenionen met bepaalde groepen 
op het polymeer. Deze associatie kan beschreven worden met de wet van de 
massawerking. Indien er elektrostatische interactie tussen de geladen groepen 
van het polymeer optreedt kan hiervoor in principe een correctieterm aange-
bracht worden, zie verg. (3.14). Bij specifieke binding komt het kleine ion zo 
dicht bij het macroion dat veranderingen in de solvatatie van beide optreden. 
De term diffuse binding daarentegen gebruiken we voor alle niet specifieke 
elektrostatische interacties tussen tegenionen en polyelektrolyt die alleen ver-
oorzaakt worden door de potentiaal van het polyion, dus voor die binding die 
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ook wel aangeduid wordt met "ophoping in de dubbellaag" of "lonenatmos-
feerbinding". 
Bij onze metingen, alsook bij een zeer groot deel van de in de litteratuur 
beschreven bindingsexpenmenten, wordt de som van specifieke en diffuse 
binding bepaald. De bijdrage van elk afzonderlijk zou berekend kunnen wor­
den als we beschikten over de juiste waarde van de elektrostatische potentiaal 
φ. Op de geëxtrapoleerde waarde van k i n t heeft diffuse binding geen invloed 
want als φ = 0 is diffuse binding afwezig Gezien de grote waarde van к
 t ( Ä 
10.000) en de aanwezigheid van eenwaardige kationen lijkt het redelijk te 
veronderstellen dat diffuse binding van Mg++-ionen in ons geval een te ver-
waarlozen bijdrage heeft. Dezelfde benadering wordt door Skerjanc en Strauss 
(78) ingevoerd voor de binding van Mg++ aan DNA. 
Onder aanname dat к
 t op dezelfde wijze van de lonsterkte afhankelijk 
is als de associatieconstante van het MgADP-complex kan к
 t bij I = 0 
berekend worden. We vinden voor poly A log к
 t « 4,6 en voor poly U log 
к
Ш
| « 4,5 Daarnaast kan competitie met specifiek gebonden eenwaardige 
kationen met geheel uitgesloten worden. Zo is door James en Noggle (123) 
met ¿ Na+-kemspinresonantie gevonden dat Na+-ionen aan RNA gebonden 
worden met een associatieconstante log k i n t = 2,8 Miller en Bach (97) toon-
den aan dat de invloed van eenwaardige kationen op k m t voor de binding van 
Cd++ aan DNA gennger is als deze ionen groter zijn. Aangezien bij onze 
experimenten in hoofdzaak de grote eenwaardige kationen TMA+ en TEA + 
gebruikt zijn, lijkt verwaarlozing van de binding van eenwaardige ionen ge-
rechtvaardigd. 
Uit fig. 3.8 en volgende blijkt dat ψ geen lineaire functie is van de lading 
van het macroion. Dit vindt zijn oorzaak in de structuurverandering die poly 
A en poly U ten gevolge van de Mg++-binding ondergaan Deze structuurver­
andering is aangetoond met optische metingen (hoofdstuk 2) en met viscosi-
teitsmetingen. Geheel speculatief zouden we ons deze structuurverandering als 
volgt kunnen voorstellen Wanneer er nog geen of zeer weinig Mg+ + gebonden 
is, stoten de negatieve fosfaatgroepen elkaar sterk af waardoor een polynucle-
otidemolecule zo ver mogelijk zal expanderen. Naarmate er meer Mg++ gebon­
den wordt, zal de onderlinge afstoting van de fosfaatgroepen gennger worden 
waardoor de basen zich kunnen stapelen Deze stapeling blijft tot vrij korte 
stukjes van de keten beperkt zodat het molecule als geheel een kluwen­
structuur aanneemt De overgang tussen beide structuren zou misschien kun­
nen samenhangen met de min of meer scherpe knik in de curven van fig 3 8 
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t/m 3 10 Aangezien onze metingen juist m dit overgangsgebied nauwkeung 
zijn, heeft het geen zm φ te berekenen met de bestaande theorieën (94, 98) 
omdat daarvoor de geometrie van het polyelektrolyt precies bekend moet 
zijn Tegen deze speculatie zijn een tweetal bedenkingen aan te voeren Ten 
eerste vinden we de knik in de curve voor φ niet terug in de curve voor de 
gereduceerde viscositeit Ten tweede wekt het feit dat deze knik scherper 
wordt als de lonsterkte toeneemt, dus als de elektrostatische interacties onder­
drukt worden, de inaruk dat er twee soorten bindingsplaatsen zijn Indien de 
ene de fosfa?tgroep is, is met duidelijk welke de andere zou kunnen zijn 
omdat de basen niet aan de binding meedoen Te denken is aan de eindstan-
digc dubbelnegatief geladen fosfaatgroepen Gezien echter de ketenlengte van 
de gebruikte polynucleotiden (zie paragraaf 1 8) zal minder dan l0/o van de 
fosfaatgroepen eindstandig zijn zodat het zeer onwaarschijnlijk is dat we deze 
als aparte bindingsplaats meten 
3 6 Vergelijking met resultaten van anderen 
De methode waarbij van een metaalindicator gebruik gemaakt wordt om 
de binding van metaalionen aan nucleinezuren te onderzoeken is weinig toege­
past Shack en Bynum (79) onderzochten de Mg++-bindmg aan DNA met 
behulp van Erio T. Zij hielden echter geen rekening met het feit dat de 
associatieconstante van het complex tussen Mg++en Επο Τ afhankelijk is van 
de lonsterkte Lansink (9) gebruikte eveneens Επο Τ om de binding van Mg-1"1" 
aan RNA te bestuderen Ook hij bracht geen invloed van andere milieufacto­
ren dan de pH op de associatieconstante van het complex tussen Mg+ +en Επο 
Τ in rekening De binding van Ca+ + aan RNA is door Mornll en Reiss (99) 
bepaald met behulp van murexide Zij vermelden geen details van de door hen 
gevolgde werkwijze Tegen al deze metingen is bovendien het bezwaar aan te 
voeren dat de gebruikte indicatoren met stabiel zijn in watenge oplossing 
zodat kwantitatieve conclusies uit de extinctiemetingen discutabel zijn Dit is 
dan ook de belangrijkste reden dat wij als metaalindicator het stabiele cal-
magiet gebruikt hebben 
Algemeen kan opgemerkt worden dat de methode om binding te bepalen 
met behulp van een metaalindicator slechts beperkte toepassingsmogelijk­
heden heeft Er zijn maar weinig metaalmdicatoren die in waterig milieu 
stabiel zijn Deze zijn dan nog vaak in een zeer beperkt pH-gebied bruikbaar 
zoals in paragraaf 3 2 voor calmagiet is uiteengezet Bovendien zal de bin-
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dingsconstante van het metaalion-indicator-complex niet al te veel van de 
associatieconstante van het te onderzoeken complex mogen verschillen; met 
andere woorden van de aanwezige metaalionen moet tegelijkertijd een deel 
door de indicator en een ander deel door te onderzoeken stof gebonden 
worden. 
Uit de litteratuur blijkt dat er veel onderzoek verricht is over de inter­
actie tussen Mg++-ionen en nucleihezuren. Betrekkelijk weinig hiervan is 
rechtstreeks vergelijkbaar met de resultaten die in dit hoofdstuk beschreven 
zijn omdat slechts weinig auteurs complete bindingscurven opgemeten en 
associatieconstanten berekend hebben. Voor zover zij dit wel gedaan hebben 
zullen we hun resultaten vergelijken met de onze. Shack en Bynum (79) 
namen aan dat η = 0,3 en geven slechts één enkele waarde voor de associatie-
constante van MgDNA, daarmee stilzwijgend veronderstellend dat er geen 
interactie tussen de bindingsplaatsen is. Lansink (9) zette zijn resultaten uit in 
Scatchardplots en vond curven die veel overeenkomst vertonen met fig. 3.6. 
Ter verklaring van het feit dat geen rechte lijnen verkregen werden, nam hij 
aan dat er twee soorten bindingsplaatsen zijn zonder interactie. Aangezien 
ook hij de fosfaatgroepen als belangrijkste bindingsplaatsen aanwijst, is zijn 
veronderstelling dat elektrostatische interactie tussen de bindingsplaatsen af-
wezig zou zijn zeer aanvechtbaar. De resultaten van Morrill en Reiss (99) zijn 
in zoverre merkwaardig dat i>na het bereiken van een maximum weer afneemt 
als de Ca++-concentratie toeneemt. Voor de waarde van η vonden zij slechts 
0,17. Er kan uit hun beschrijving niet worden opgemaakt in hoeverre de 
instabiliteit van murexide voor deze discrepanties verantwoordelijk moet wor­
den gesteld. 
Wiberg en Neuman (61) bepaalden de binding van Mg++ en Ca + + aan 
DNA en RNA bij vrij hoge ionsterkte (I = 0,10 en I = 0,15) via evenwichts-
dialyse en een ionenuitwisselingsmethode. Hoewel zij de mogelijkheid van 
elektrostatische interactie tussen de bindingsplaatsen niet uitsluiten, beschrij­
ven zij de gehele bindingscurve met één associatieconstante die een factor 10 
lager ligt dan onze waarde voor ki
 t bij vergelijkbare ionsterkte. Een overeen-
komstig resultaat werd verkregen door Zubay en Doty (74). Zij vonden 
bovendien dat Na+ diffuus en niet specifiek gebonden wordt door DNA. 
Gross en Strauss (98) pasten hun theorie om φ te berekenen voor een 
star cilindrisch polyion toe op de meetresultaten van Shack e.a. (100) betref­
fende de evenwichtsdialyse van het DNA-NaCl systeem en concludeerden dat 
er specifieke binding van Na+ aan DNA optreedt. Strauss e.a. (101) vonden op 
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grond van dezelfde theorie eveneens met evenwichtsdialyse dat Li+, Na+ en 
K+ specifiek aan DNA gebonden worden met k ¡ n t = 1 à 4, terwijl Skeijanc en 
Strauss (78) tot precies hetzelfde resultaat kwamen voor de binding van Mg++ 
aan DNA met k ^ — 3,6 bij hoge ionsterkte. De zeer lage waarde van k-
 t in 
vergelijking met onze resultaten kan veroorzaakt worden doordat zij het DNA 
in kleinere brokstukken splitsten met behulp van ultrasonore trillingen. Deze 
brokstukken gedragen zich als bijna starre staafjes waarin twee naast elkaar 
gelegen fosfaatgroepen zo ver van elkaar verwijderd zijn dat één Mg++-ion niet 
tegelijkertijd aan beide gebonden kan zijn. Uit een model van poly A dat wij 
opbouwden met Courtauld atoommodellen bleek dat in poly A een Mg++-ion 
wel tegelijkertijd aan twee fosfaatgroepen gebonden kan worden. Zetten we 
de uitkomsten van Skeijanc en Strauss uit volgens verg. (3.15) dan krijgen we 
een curve die bijna, echter niet geheel, recht is. Dit betekent dat de door hen 
gebruikte DNA-brokstukken niet geheel star waren zoals ook uit hun viscosi-
teitsmetingen bleek. Uit deze curve vinden we door extrapolatie kj n t « 30. 
Het verschil met de door hen zelf gegeven waarde wordt waarschijnlijk veroor-
zaakt door benaderingen en veronderstellingen in het theoretische model dat 
zij gebruikten om φ te berekenen (98). 
Lyons en Kotin (96, 102) concludeerden uit metingen van activiteits­
coëfficiënten dat in zuiver MgDNA diffuse binding optreedt zonder dat zij de 
mogelijkheid van plaatsbinding geheel konden uitsluiten. Wordt aan MgDNA 
extra MgCU toegevoegd dan gaat volgens hen plaatsbinding wel meespelen. 
Vanwege de grote afstand tussen de fosfaatgroepen in helixvormig DNA kan 
een Mg++-ion slechts aan één fosfaatgroep tegelijkertijd gebonden worden 
zodat bij ovenmaat Mg++het DNA een positieve lading krijgt. 
Eisinger e.a. (103) waren door het meten van protonrelaxatietijden in 
staat alleen die Mn++-ionen die specifiek aan nuclei'nezuren gebonden worden 
te detecteren, met uitsluiting van de diffuus gebonden Mn -ionen. Hun 
meetresultaten zetten zij uit in Scatchardplots. Zij vonden soms een rechte 
lijn dan weer een curve die duidde op twee bindingsplaatsen. Gezien hun 
meetnauwkeurigheid viel alleen iets te zeggen over de bindingsplaats met de 
grootste affiniteit. Hiervoor vonden zij bij poly Α η =0,5 en log k ¡ n t =4,6 en 
bij poly U η = 0,5 en log k j
n t = 3 , 5 . Aangezien er aangaande het gedrag ten 
opzichte van nuclei'nezuren nauwelijks onderscheid is tussen Mn en Mg 
lijkt dit vooral wat poly A betreft op een zeer goede overeenstemming met 
onze resultaten. Toch is er het belangrijke verschil dat uit hun experimenten 
zou volgen dat er geen interactie tussen de bindingsplaatsen is. Ook onder-
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zochten zij de invloed van de ionsterkte waaruit bleek dat Na+ in hoge con-
centratie de binding van Mn++ sterker onderdrukt dan het veel grotere tetra-
methylammoniumion. Deze resultaten werden bevestigd door soortgelijke 
metingen van Cohn e.a. (104). Ook deze auteurs vonden rechte lijnen in de 
Scatchardplots voor de binding van Mn++ aan poly A of poly U; voor de 
binding aan verschillende soorten RNA daarentegen gebogen lijnen die zij 
toeschrijven aan een klasse bindingsplaatsen met interactie en een klasse van 
onafhankelijke bindingsplaatsen. Het onderscheid tussen RNA en synthetische 
homopolynucleotiden wordt naar hun mening veroorzaakt door de tertiaire 
structuur van RNA. 
Uit evenwichtsdialyse constateerde Goldberg (105) geen verschil tussen 
de binding van Mg++ aan ribosomen of ribosomaal RNA van Escherichia coli. 
De invloed van de ionsterkte die hij vond, vertoont grote overeenkomst met 
onze resultaten (zie o.a. fig. 3.6). De knik in het Scatchardplot wordt scherper 
als de ionsterkte toeneemt : " a minimum number of divalent cations are 
bound strongly by the ribosome even in the presence of high concentrations 
of monovalent ions". Op een verklaring hiervoor gaat hij niet in. Kwantitatief 
is de door hem bepaalde binding een factor 100 zwakker dan wij meten doch 
Choi en Carr (75) vonden voor dezelfde ribosomen een associatieconstante die 
meer met onze waarden voor poly A en poly U overeenkomt. Op grond van 
de onderdrukking van de binding van Mg++ en Ca++ aan RNA door eenwaar-
dige kationen suggereerden Choi en Carr dat deze binding diffuus is. In para-
graaf 3.4 is echter gebleken dat een dergelijke onderdrukking van de binding 
ook kan optreden bij specifieke binding. 
Shirey (8) bepaalde de binding van een aantal tweewaardige kationen 
aan DNA door middel van gelfiltratie over Sephadex G-10. Zijn resultaten 
zette hij uit in Scatchardplots. Omdat zijn metingen zich slechts over een 
klein gebied van metaalionconcentraties uitstrekten, vond hij rechte lijnen in 
overeenstemming met zijn veronderstelling dat de bindingsplaatsen identiek 
en onafhankelijk zijn. Voor de binding van Mg++ bij I =0,005 berekende hij 
log kjjjj =4,6 zowel bij pH 5 als bij pH 7. Bij verhoging van de ionsterkte nam 





Conductometnsche titraties zijn reeds meermalen gebruikt om de inter­
actie van kationen met nucleinezuren te onderzoeken Bij deze methode 
wordt telkens na toevoeging van een hoeveelheid kationen aan een nucleine-
zuuroplossing het geleidingsvermogen (к) gemeten en in een grafiek uitgezet 
tegen het aantal toegevoegde kationen per monomeereenheid (r) Uit deze 
titratiecurve kan informatie verkregen worden over de interactie tussen kation 
en nucleinezuur Is bijvoorbeeld de associatieconstante oneindig groot en 
treden er geen nevenverschijnselen op dan zal de titratiecurve uit twee rechte 
lijnen bestaan met een snijpunt bij het equivalentiepunt Immers voor het 
equivalentiepunt dragen dan de toegevoegde kationen niet bij tot het gelei-
dingsvermogen en vermindert de bijdrage van het nucleinezuur voortdurend 
Na het equivalentiepunt dragen alle toegevoegde kationen bij en heeft het 
nucleinezuur geen of een constante bijdrage tot het geleidingsvermogen 
Het doel van onze conductometnsche titraties was na te gaan of wij een 
verklaring konden vinden voor het optreden van twee knikken in de titratie-
curve zoals door Lansink (9) en Felsenfeld en Huang (11, 106) gemeten is 
maar dat zij niet op geheel bevredigende wijze konden verklaren 
4.2. Apparatuur en methode 
De geleidingsvermogenmetingen werden uitgevoerd met een symme­
trische brug van Wheatstone voorzien van een Wagner-aarding zoals beschre­
ven door van Os en Koopman - van Eu pen (107). De fout in de gemeten 
weerstanden bedroeg ongeveer 0,05o/o. Als titratiecel gebruikten we verschil­
lende cellen van het eveneens door hen beschreven type met een inhoud van 
10 ml Omdat soms het te meten geleidingsvemnogen niet constant werd 
tengevolge van afgifte van aan de glaswand geadsorbeerde ionen werden en­
kele titraties ook in een perspexcel uitgevoerd. De platina-elektroden werden 
niet geplatmeerd om adsorptie van de ionen te voorkomen Alle titraties 
werden uitgevoerd bij 1000 hertz De celconstante bij deze frequentie werd 
bepaald met een KCl-oplossing (108) en bedroeg voor alle cellen ongeveer 0,6 
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cm" . De titratiecel was geplaatst in een thermostaat met een temperatuur van 
25 ± 0,010C. Roering geschiedde aanvankelijk via doorleiden van fO^-vrije 
lucht van 250C die verzadigd was met waterdamp Betere resultaten werden 
verkregen toen bij latere metingen de lucht vervangen werd door stikstof en 
de cel afgesloten werd De MgCU-oplossing werd toegevoegd met een Agla 
micrometerburet of met een Manostat Digi-Pet. 
Bij de titraties gingen we als volgt te werk Door de oplossing in de 
titratiecel werd eerst gedurende 20 mm CC^-vnje lucht of stikstof geleid om 
opgelost CO2 te verdrijven Dan voegden we de gewenste hoeveelheid MgCU 
toe, roerden 30 sec en wachtten 3 mm terwijl de uitstroomopening van de 
lucht- of stikstoftoevoer vlak boven het vloeistofoppervlak uitmondde Na 
deze penode was de weerstand constant geworden De gemeten weerstand 
werd omgerekend in specifiek geleidingsvermogen en gecorrigeerd voor de 
verdunning. 
4.3. Resultaten 
Wij hebben een aantal titraties uitgevoerd van poly A, poly U en enkele 
mononucleotiden bij verschillende pH, concentratie en lonsterkte Om de pH 
gedurende een titratie constant te houden moesten we in een buffer werken 
want bij toevoeging van Mg++-ionen aan polynucleotiden kan de pH aanzien­
lijk dalen (zie hoofdstuk 5). Om de relatieve bijdrage van de ionen van de 
buffer tot het geleidingsvermogen klein te houden werd met verdunde buffers 
gewerkt. Na afloop van een titratie controleerden we of de pH constant 
gebleven was Bij iedere titratie werd ook een blanco uitgevoerd Deze ver­
schilde alleen hierin van de eigenlijke titratie dat de oplossing in de titratiecel 
geen nucleinezuur bevatte Een voorbeeld van een titratiecurve van poly A 
met bijbehorende blanco geven we in fig 4 1. Een duidelijker beeld knjgen we 
als we beide curven bij r=0 laten samenvallen en hun verschil - Δ к - als functie 
van г uitzetten We zien dat op het eind van de titratie Δ к constant wordt 
Dit betekent dat de titratiecurve daar evenwijdig aan de blanco loopt omdat 
er geen interactie tussen de dan toegevoegde Mg++-ionen en poly A optreedt 
De uitkomsten van een aantal andere titraties zijn weergegeven in fig 4 2 
en 4 3 De omstandigheden van deze titraties zijn vermeld in tabel 4 1. 
Uit deze tabel bhjkt dat de nucleinezuurconcentraties bij de verschillende titra­
ties niet gelijk waren, zodat de gemeten verschilcurven met rechtstreeks ver­
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Fig.4.1 Conductometrische titratie van poly A met MgCU. Zie ook tabel 4 1. 
verschil-geleidmgsvermogen Δ к/ [monomeereenheid] als functie van r uitge­
zet. 
Titraties die we uitvoerden bij andere pH, ionsterkte of nucleinezuurcon-
centratie gaven kwalitatief dezelfde resultaten als weergegeven m fig. 4.2 en 
4 3. Titraties van poly A bij concentraties groter dan 2,5.10 M werden 
bemoeilijkt doordat een neerslag onstond dat al duidelijk zichtbaar werd bij г 
= 1, dus voordat Δ/ί constant geworden was. Dit effect is reeds beschreven in 
paragraaf 2.3. Het neerslaan van poly A door Mg++ is afhankelijk van de 
concentratie, naarmate de concentratie van poly A lager is, kan Mg+ + tot een 
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Fig.4.2. Verschilcurven voor de conductometrísche titraties van poly A, ADP en AMP. 
Zie ook tabel 4.1. Met de pijltjes is aangegeven op welk punt van een titratie 
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Fig.4.3. Verschücurven voor de conductometnsche ütraties van poly U, UDP en UMP. 
Zie ook tabel 4 1. De toevallige fout in Δ «bedraagt enkele procenten 
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Tabel 4.1. Conductometrische titraties van 




































0,005 M tris 
0,001 M acetaat 
0,001 M bis 
0,001 M acetaat 
0,001 M bis 
0,001 M bis 
0,001 M acetaat 
0,001 M bis 
0,001 M bis 













In het huidige stadium is slechts een kwalitatieve verklaring van de ge­
meten verschilcurven mogelijk omdat een groot aantal effecten tegelijkertijd 
optreedt. Een belangrijke bijdrage tot Δ к wordt geleverd doordat de toege­
voegde Mg++-ionen voor een deel aan het nucleihezuur gebonden worden en 
daardoor niet kunnen meewerken aan de verhoging van het geleidings­
vermogen. Indien we dit effect van de overige zouden kunnen isoleren, zou­
den we daaruit kwantitatieve gegevens over de binding kunnen halen. Δ К 
wordt echter ook bepaald door de concentraties en beweeglijkheden van de 
andere aanwezige ionen en we zullen nagaan hoe deze gedurende een titratie 
veranderen. 
a. De beweeglijkheden van alle ionen zijn afhankelijk van het milieu en dit 
kunnen we tijdens een titratie natuurlijk niet constant houden. Door het 
uitvoeren van een blanco valt dit effect wat de kleine ionen betreft in Δ к 
grotendeels weg. 
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b. Denkbaar is dat het macroion de beweeglijkheden van de niet gebonden 
kleine ionen beïnvloedt. In het algemeen is deze invloed echter niet groot 
(109). 
с De binding van Mg++-ionen gaat gepaard met het vrijkomen van gebonden 
tegenionen zoals Na+ of bis+. 
d. De bijdrage tot het geleidingsvermogen van de gebonden Mg++-ionen hoeft 
niet geheel tot nul gereduceerd te zijn omdat de mogelijkheid bestaat dat 
zij binnen de ionenatmosfeer langs het oppervlak van het nucleinezuur 
bewegen (96) en daardoor aanleiding geven tot een oppervlaktegeleidings-
vermogen (110). 
e. De beweeglijkheid van een nuclei'nezuurion neemt in de loop van een 
titratie af omdat de negatieve lading geneutraliseerd wordt. 
f. De wrijvingscoëfficiënt van de macroionen neemt af bij neutralisatie van de 
ladingen zoals blijkt uit de sterke viscositeitsdaling die gedurende een titra-
tie in het gebruikte milieu van lage ionsterkte optreedt. Dit heeft een 
vergroting van de beweeglijkheid tot gevolg. 
De onder e en f genoemde effecten compenseren elkaar gedeeltelijk en er 
bestaat geen eenvoudig verband tussen de beweeglijkheid van de nucleihezuur-
ionen en hun lading. Voor DNA is dit verband onderzocht met behulp van 
zonc-elektroforese op een sucrosegradiënt waarbij de ladingsverandering aan-
gebracht werd door de pH te variëren (111). In overeenstemming met het 
onder e en f opgemerkte was de relatieve verandering in beweeglijkheid 
kleiner dan de relatieve verandering in lading. 
Voordat we met kans op succes kwantitatieve berekeningen aan de titra-
tiecurven kunnen uitvoeren zullen eerst experimenten gedaan moeten worden 
om voor poly A en poly U het verband tussen beweeglijkheid en lading te 
bepalen bijvoorbeeld met vrije elektroforese. Bovendien zal, bijvoorbeeld met 
behulp van een ion-selectieve elektrode, nagegaan moeten worden in welke 
mate er bij binding van Mg++-ionen gebonden andere ionen vrij komen. 
Wat de uitkomsten van de metingen betreft stemmen onze resultaten 
overeen met hetgeen uit de litteratuur bekend is. Dit kan echter niet gezegd 
worden van de interpretatie. Zubay en Doty (74) concludeerden uit het ver-
schillend verloop van de titratiecurven voor natief en gedenatureerd DNA dat 
behalve binding van Mg++ aan de fosfaatgroepen ook chelaatvorming met de 
purine-ringen optreedt. Extra steun voor deze chelaatvorming meende Zubay 
(112) te vinden in de conductometrische titraties van gedenatureerd DNA in 
aanwezigheid van formaldehyde. Het equivalentiepunt lag r = 0,2. Hij ver-
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klaarde dit uit de reactie van formaldehyde met de aminogroep van adenine 
waardoor deze groep niet meer beschikbaar is voor chelaatvorming met 
Mg+ -ionen De ideeën van Zubay moeten om diverse redenen verworpen 
worden Het door hem voorspelde verschil in binding van Mg++-ionen aan 
poly A en poly U is noch door ons noch door anderen gevonden Bovendien is 
gebleken (113) dat formaldehyde niet specifiek met aminogroepen reageert 
maar ook met irmnogroepen zoals m poly U of thymidine voorkomen Door 
metingen met andere technieken (zie b ν hoofdstuk 2) is intussen vast komen 
te staan dat de basen geen rol spelen bij de binding van Mg++-ionen aan 
nucleinezuren 
De mogelijkheid van dit soort chelaatvorming werd ook verworpen door 
Felsenfeld en Huang (11) op grond van conductometnsche titraties van poly 
A, poly U en gedenatureerd DNA met MnCU en MgC^ Zij vonden in de 
titratiecurven twee equivalentiepunten namelijk bij г = 0,3 en r = 0,5 Het 
equivalentiepunt bij r = 0,5 vond een eenvoudige verklaring in het feit dat 
hier de negatieve fosfaatgroepen volledig bezet zijn Voor het equivalentie-
punt bij r = 0,3 kon geen behoorlijke verklaring gegeven worden Titratie van 
poly A bij pH 5,8, waarbij het een dubbelhehxstructuur heeft en adenine 
gedeeltelijk geprotoneerd is, gaf een verminderde binding te zien In een latere 
publikatie (106) breidden zij deze resultaten uit met conductometnsche titra­
ties van RNA, natief en gedenatureerd DNA met MgC^ en ВаС^ Er trad in 
alle gevallen eenzelfde, specifieke binding op van de tweewaardige metaal­
ionen aan de fosfaatgroepen die bij neutrale pH volledig was bij r = 0,5 De 
binding nam af bij verlaging van de pH tengevolge van protonenng van enkele 
van de basen Als mogelijke verklaring voor het optreden van een equivalentie-
punt bij r = 0,3 wordt genoemd de afname van de nettolading van DNA door 
binding van de tweewaardige metaalionen. Daalt de ladingsdichtheid beneden 
een bepaalde waarde dan worden diffuus gebonden Na -ionen losgelaten 
waardoor een toename van het geleidingsvermogen veroorzaakt wordt Precies 
dezelfde resultaten zijn door Huang-Lee (65) verkregen bij conductometnsche 
titraties van poly I en poly С met MgC^ 
Door Lansink (9) tenslotte zijn bij de geleidingsvermogentitraties van 
RNA met Mg++ equivalentiepunten gevonden bij r = 0,25 en r = 0,50 Hij 
veronderstelde dat de reactie van Mg++ met RNA in twee stappen verloopt 
Eerst een neutralisatie van de negatieve fosfaatgroepen, daarna een substitutie 
van de tns+-ionen die aan de overige fosfaatgroepen gebonden zouden zijn 
Op grond van titraties in aanwezigheid van formaldehyde nam hij verder aan 
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dat de aminogroepen van de basen bij de Mg++-binding betrokken zijn en aan 
de helft van de fosfaatbmdmgsplaatsen een extra stabiliteit verlenen In het 
licht van de hiervoor genoemde argumenten lijkt deze interpretatie onjuist te 
zijn 
Uit onze curven blijkt dat het met gerechtvaardigd is hienn drie rechte 
bjnen te tekenen waardoor twee equivalentiepunten ontstaan zoals Felsenfeld 
en Huang en Lansink doen Zoals het duidelijkst te zien is in fig 4 1 kan in de 
titratiecurve slechts één rechte lijn getekend worden, namelijk op het eind van 
de titratie als Δ к zijn constante waarde bereikt heeft In het begin van de 
titratie liggen de meetpunten niet op een rechte lijn Dit is ook geheel niet te 
verwachten gezien de vele factoren die bijdragen aan Δ к Bij het tekenen van 
rechte lijnen wordt ten onrechte verondersteld dat de beweeglijkheid van de 
macroionen rechtevenredig is met de lading. 
Over de aard van de binding kan uit de geleidingsvermogentitraties geen 
conclusie getrokken worden Over het aantal bindingsplaatsen slechts deze dat 
de meetresultaten met in strijd zijn met een waarde η = 0,5 voor poly A en 
poly U en η = 1 voor ADP, AMP, UDP en UMP Aannemend dat deze 
waarden van η de juiste zijn, is een onderlinge vergelijking van de associatie­
constanten mogelijk In het theoretische geval van een oneindig grote associa-
tieconstante zullen bij г = 0,5 alle bindingsplaatsen van poly A en poly U 
bezet zijn en moet Δ к zijn constante eindwaarde bereikt hebben Bij onze 
metingen blijkt Δ к bij r = 0,5 nog te veranderen We schrijven dit toe aan het 
eindig zijn van de associatieconstante We kunnen zelfs zeggen dat naarmate 
de r-waarde waarbij Δ к constant begint te worden groter is, de associatie-
constante kleiner zal zijn. Passen we dit toe op onze meetresultaten dan zien 
we dat de bindingsconstanten voor de binding van Mg++ aan poly A en poly 
U, in zuur en m basisch milieu, onderling met veel verschillen Vergelijken we 
de uitkomsten van de polynucleotiden met die van de mononucleotiden, 
waarbij we er rekening mee dienen te houden dat voor deze laatste η = 1, dan 
kunnen we de volgende volgorde voor de affiniteit voor Mg++opstellen poly 
A « poly U >ADP «UDP >AMP «UMP. Dit is dezelfde volgorde die m 
hoofdstuk 3 volgde uit de metingen met calmagiet 
De geleidelijke toename van Δ к bij r >0,5 voor poly U in basisch milieu 
is geheel in overeenstemming met de extinctiemetingen die in fig 2 2 weerge­
geven zijn en kan verklaard worden met diffuse binding van Mg tengevolge 
van de negatieve lading van de basen 
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Hoofdstuk 5 
INVLOED VAN MAGNESIUMIONEN OP DE pH VAN 
OPLOSSINGEN VAN POLY A EN POLY U 
5.1. Inleiding 
Er zijn verschillende oorzaken die aanleiding kunnen geven tot een ver­
andering van de pH indien metaalionen worden toegevoegd aan een ongebuf-
ferde oplossing van een polyelektroliet. Er kan bijvoorbeeld competitie optre­
den tussen de toegevoegde metaalionen en protonen voor dezelfde bindings-
plaatsen. Ook kan een pH-verandering teweeg gebracht worden doordat bij 
binding van de metaalionen de totaallading van het polyelektroliet verandert. 
Volgens verg. (3.14) heeft dit invloed op de pK's van de zure en basische 
groepen. Tenslotte bestaat de mogelijkheid dat de metaalionen diffuus gebon­
den H+-ionen uit de elektrische dubbellaag verdrijven 
Passen we dit toe op de interactie tussen Mg++-ionen en nucleihezuren 
dan zien we dat bij pH > 4 nagenoeg geen competitie tussen Mg++ en H + zal 
optreden omdat de fosfaatgroepen met pK χ 1 de bindingsplaatsen voor 
Mg++ zijn. Een verandering van de pK's van de basen via een verandering van 
de totaallading van het nucleihezuur zal wel optreden zodat te verwachten is 
dat bij toevoeging van Mg++ aan oplossingen van poly A of poly U in bepaalde 
pH-gebieden de pH zal dalen. 
Door Scatchard en Black (114) is voor het eerst beschreven hoe bij 
eiwitten uit een dergelijke pH-verandering kwantitatieve grootheden over de 
binding van ionen berekend kunnen worden. 
In een poging om langs deze weg kwantitatieve informatie over de bin­
ding van Mg++ aan polynucleotiden te verkrijgen hebben we de pH-verande-
ringen gemeten die optreden als aan ongebufferde oplossingen van poly A en 
poly U in het pH-gebied 4 < p H < 10 Mg++-ionen worden toegevoegd. Het 
bleek dat de pH inderdaad daalde. De grootte van deze daling is afhankelijk 
van de begin-pH van de oplossing: de daling is zeer klein bij een begin-pH van 
4, bereikt een maximum van ongeveer 1 pH-eenheid bij een begin-pH van 7 à 
8, om vervolgens weer af te nemen. Vanwege het grote verschil in pK van 
adenine en uracil is het merkwaardig dat de uitkomsten voor poly A en poly 
U een grote onderlinge overeenkomst vertonen. Bovendien is het tegen de 
verwachting dat de ionsterkte nauwelijks invloed heeft op de grootte van de 
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pH-daling. Een kwantitatieve interpretatie van de metingen is vooralsnog niet 
mogelijk. We zullen daarom volstaan met het beschrijven van de meetresul-
taten en het bespreken van een aantal effecten die vermoedelijk naast elkaar 
werkzaam zijn en de pH-daling veroorzaken. 
5.2. Apparatuur en methode 
In principe gingen we als volgt te werk: een oplossing van poly A of poly 
U in water werd met KCl op de gewenste ionsterkte en met KOH of HCl op 
de gewenste pH gebracht. Hieraan oplossing werd een MgCU-oplossing toe-
gevoegd met dezelfde pH en ionsterkte als de polynucleotide-oplossing. De pH 
werd continu gemeten en geregistreerd met een recorder. 
De meetopstelling was in grote lijnen gelijk aan die welke door de Bruin 
(115) beschreven is. De pH-meter werd geijkt met ftalaat- en fosfaatbuffers 
(National Bureau of Standards). De nauwkeurigheid bedroeg 0,01 pH. De 
metingen werden uitgevoerd onder stikstof bij een temperatuur van 25 ± 
0,050C. De oplossingen werden magnetisch geroerd. 
Een constante ionsterkte van I = 0,06 of I =1 ,0 bereikten we door de 
polynucleotide-oplossingen 1:1 te verdunnen met 0,12 M KCl resp. 2,0 M 
KCl. We titreerden dan met 0,02 M MgC^ resp. 0,33 M MgC^· De polynu-
cleotideconcentratie gedurende een titratie was circa 0,002 M. 
De praktische gang van zaken bij een titratie was als volgt. Het titrans 
werd in de titratiecel met 0,5 M HCl op pH 4 gebracht, dan werd opgelost 
CCU verwijderd door gedurende 15 min N2 over te leiden, verzadigd met 
waterdamp van 250C. Daarna werd het titrans met 0,5 M carbonaat-vrije KOH 
op de gewenste pH gebracht en zonder in contact met lucht te komen in de 
buret opgezogen. Vervolgens werden in de titratiecel 2 ml polynucleotide-
oplossing en 2 ml KCl-oplossing gepipetteerd. Op precies dezelfde wijze als bij 
het titrans brachten we deze oplossing op pH 4, leidden stikstof over en 
brachten op de gewenste pH. In een aantal gevallen (zie volgende paragraaf) 
duurde het zeer lang voordat de begin-pH van de polynucleotide-oplossing 
constant was geworden. Als criterium hielden we aan dat we een pH die 
gedurende 5 min 0,01 of minder veranderde, constant noemden. We zorgden 
ervoor dat de pH van het titrans en de begin-pH van de te titreren oplossing 
binnen 0,1 pH-eenheid aan elkaar gelijk waren. Het titrans voegden we in 
kleine stapjes toe, waarbij na elke toevoeging de buret gestopt werd om na te 
gaan of een evenwichtstoestand bereikt was, met andere woorden of de pH 
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constant geworden was. 
Blancotitraties voerden we uit analoog aan de polynucleotidetitraties. In 
geen enkel geval veranderde bij de blancotitraties de pH zodat geen correcties 
aangebracht hoefden te worden. 
Fig.5.1. Verlaging van de pH van oplossingen van poly A met verschillende begin-pH 
door toevoeging van MgClj. [ poly A ] = 2,37.10"3,I = 0,06, temp. = 250C. 
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Fig.5.2. Verlaging van de pH van oplossingen van poly A met verschillende begin-pH 
door toevoeging van MgClj. [ poly A ] = 2,37.10"3 , I = 1,0, temp. = 250C. 
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Fig.5.3. Verlaging van de pH van oplossingen van poly U met verschillende begin-pH 
door toevoeging van MgCIj. [ poly U ] = 1,88.10"3,! = 0,06, temp. = 250C. 
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Fig.5.4. Verlaging van de pH van oplossingen van poly U met verschillende bcpm-pll 
door toevoeging van MgCU. [ poly U ] = 1,88.10"3 , I = 1,0, temp. = 250C. 
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5.3. Resultaten 
De resultaten voor poly A zijn weergegeven in fìg. 5.1 en 5.2, die voor 
poly U in fig. 5.3 en 5.4. In deze figuren is Δ pH (=ρΗ na toevoeging van een 
zekere hoeveelheid Mg++-pH voordat Mg+ + is toegevoegd) uitgezet tegen de 
toegevoegde hoeveelheid Mg++ uitgedrukt in aantal Mg++-ionen per mono-
meereenheid. 
De oplossing van poly A, verkregen door dialyse tegen water (zie para­
graaf 1.5), had een pH van 6,6. Als we hieraan bij I = 0,06 HCl toevoegden 
om bij pH 4 het opgeloste CCK te verwijderen duurde het langer dan een uur 
voordat de pH een constante waarde verkregen had; een overeenkomstige 
trage evenwichtsinstelling trad op na toevoeging van KOH om de pH op de 
gewenste hogere waarde te brengen. We schrijven dit toe aan veranderingen in 
secundaire structuur van poly A,in het bijzonder aan de helix-kluwen over­
gang die bij pH 6 à 7 plaatsvindt (83). Bij I = 1,0 onstond na toevoegen van 
HCl een neerslag bij pH <5 ,8 . Bovendien werd het mengsel dan zeer visceus 
zodat roeren vrijwel onmogelijk was. Het overleiden van N2 om CCU te ver-
wijderen voerden we in dit geval bij pH 5,8 uit. De titraties met een begin-pH 
van 4 en 5 werden geheel, die met een begin-pH van 6 gedeeltelijk in aan-
wezigheid van het neerslag uitgevoerd. De viscositeit nam snel af bij toevoe-
ging van Mg++. De oplossing van poly U had na dialyse tegen water een pH 
van 4,2 zodat geen HCl toegevoegd hoefde te worden. Na toevoeging van 
KOH duurde het bij pH 7, 8 en 9 langer dan een uur voordat de pH constant 
geworden was, ook dit is misschien toe te schrijven aan veranderingen in 
secundaire structuur (zie hoofdstuk 2) hoewel poly U bij 250C geen helix 
vormt. Het poly U was in alle gevallen oplosbaar. 
De evenwichtsinstelling na toevoegen van Mg++bleek afhankelijk van de 
begin-pH snel of langzaam te zijn. We constateerden dit door telkens na 
toevoeging van zoveel Mg++ dat г « 0,02 de buret te stoppen en de pH als 
functie van de tijd te meten. Bij snelle evenwichtsinstelling bleef de pH con­
stant, bij langzame evenwichtsinstelling werd de pH-daling die door de 
Mg++-ionen veroorzaakt was ten dele weer ongedaan gemaakt door een lang­
zame stijging van de pH. In tabel 5.1 is vermeld onder welke omstandigheden 
de evenwichtsinstelling snel of langzaam verliep. 
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Tabel 5.1. Snelheid van de evenwichtsinstelling na toevoeging van Mg++-







































Opvallend is de snelle evenwichtsinstelling bij de titraties van poly A met 
een begin-pH van 4, 5 en 6 en I =1,0 hoewel deze titraties in aanwezigheid 
van een neerslag uitgevoerd werden. 
Bij het uitvoeren van evenwichtsmetingen moeten we met een volgende 
toevoeging van Mg++ wachten totdat de pH constant geworden is. Bij poly А 
en begin-pH 8 duurde dit in het begin van de titratie ongeveer 30 min. Naar­
mate de titratie vorderde werd de pH sneller constant omdat dan de pH-daling 
per eenheid van Mg++-toevoeging kleiner werd. Bij poly A en begin-pH 9 was 
de evenwichtsinstelling nog veel langzamer. Een complete titratie zou dus 
meerdere dagen moeten duren, hetgeen vanwege de instabiliteit van poly А 
een onmogelijkheid is. Bij 40oC was de evenwichtsinstelling weliswaar minder 
langzaam, maar bij die temperatuur is ook de afbraak van poly A sneller. 
Verhogen van de temperatuur waarbij de titraties uitgevoerd worden, is dan 
ook geen verbetering. Voor zover de titraties waarbij de evenwichtsinstelling 
langzaam verliep met kans op succes uitgevoerd konden worden, zijn zij toch 
minder betrouwbaar omdat we arbitrair de pH als constant beschouwden als 
de verandering minder dan 0,02 pH-eenheid per 3 min bedroeg. Om na te gaan 
of de trage evenwichtsinstelling iets te maken had met de diffusiepotentiaal 
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van de kalomelelektrode werd een tweetal titraties met een langzame even-
wichtsinstelling (poly A, pH 9,1 =1,0 en poly U, pH 8,1 = 0,06) eveneens 
uitgevoerd met een Ag/AgCl-elektrode als referentie-elektrode. Ook in dat 
geval bleek het zeer lang te duren voordat de pH constant werd. 
De toename van de pH op het eind van een titratie zoals in een aantal 
gevallen optreedt, zou in verband kunnen staan met de vorming van aggre­
gaten (zie paragraaf 2.3). Bij nog grotere overmaat Mg+ + ontstaat bij poly A 
tenslotte een neerslag. Dit gebeurt bij een lagere waarde van г als de ionsterkte 
hoger is. De evenwichtsinstelling in het gebied van deze pH-stijging is altijd 
langzaam. 
Titraties bij I = 1,0 en pH 10 zijn onmogelijk omdat in 0,33 M MgCl·) bij 
deze pH het oplosbaarheidsprodukt van Mg(OH)2 overschreden wordt. 
Enkele oriënterende metingen lieten zien dat ook de ionen Ca , Ba , 
Mn++ en Cu++ de pH van oplossingen van polynucleotiden verlagen. Het 
effect van Ca** vertoont hierbij kwantitatief grote overeenkomst met dat van 
Mg++. Zelfs eenwaardige ionen kunnen een pH-daling tot stand brengen zoals 
weetgegeven is in fig.5.5 waar de invloed van K+ op een oplossing van poly U 
vergeleken is met die van Mg++. Bij deze metingen was de ionsterkte niet 
1
 ' ' ' ' ' 
0 5 10 15 20 25 г 
Fig.5.5. Verlaging van de pH van oplossingen van poly U in water met een begin-pH 6 
door toevoeging van KCl of MgCU. [ poly U ] = 1.88.10"3 , temp. = 250C. 
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constant Om met K+-ionen dezelfde pH-daling tot stand te brengeh als met 
Mg++-ionen moeten zij in veel grotere hoeveelheid toegevoegd worden Dit is 
eenzelfde resultaat als verkregen werd bij meting van het hypochroom effect 
(zie paragraaf 2 3). Het is duidelijk dat we bij de experimenten bij constante 
lonsterkte, die weergegeven zijn in fig. 5.1 t/m 5.4, alleen die pH-dahng meten 
die door Mg++ veroorzaakt wordt boven die welke reeds door de K+-ionen 
teweeg gebracht is 
De reproduceerbaarheid van metingen met hetzelfde preparaat was rede-
lijk, duplo's lagen binnen 0,05 à 0,10 pH-eenheid bij elkaar Slechter was de 
reproduceerbaarheid tussen de verschillende preparaten onderling 
[H + ]p r o p d 
[monomeereenheid] 10* 
»poly A,1 = 006 
* poly А Д = 1 О 
о poly 11,1=006 
• poly U,1=10 
Fig.5.6 Het aantal H -ionen dat per monomeereenheid wordt afgespbtst bij toevoe­
ging van zoveel Mg++ dat г = 0,5 uitgezet tegen de begm-pH. Met de verticale 
üjnen is de meetfout aangegeven 
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5.4 Discussie 
Uit de pH-verlaging kan [ H+] ¿/[monomeereenheid], dit is het aantal 
vnje H+-ionen dat per monomeereenheid geproduceerd wordt door toevoe-
ging van Mg++, berekend worden Het resultaat van een dergelijke berekening 
bij r = 0,5 is weergegeven in fig 5 6 als functie van de begin-pH. Als activi-
teitscoefficienten zijn de gemiddelde activiteitscoefficienten in 0,06 M KCl 
resp 1,0 M KCl (116) in rekening gebracht In dezelfde figuur is aangegeven 
welke [H + L r o c | / [monomeereenheid] correspondeert met een reproduceer-
baarheid van ± 0,04 pH-eenheid Het blijkt dat er slechts geringe verschillen 
optreden tussen poly A en poly U en dat de lonsterkte een zeer kleine invloed 
heeft op het aantal protonen dat per monomeereenheid afgesplitst wordt 
Opvallend is het geringe aantal protonen dat per monomeereenheid geprodu-
ceerd wordt Bij toevoeging van zoveel Mg++ dat r =0,5 wordt er bij pH < 9 
minder dan 1 proton per 250 monomeereenheden afgesplitst Bij pH 10 (niet 
m fig 5 6 opgenomen) loopt deze verhouding op tot ongeveer 1 40 Het is 
dus duidelijk dat de hoeveelheid afgesplitste protonen met equivalent is met 
de hoeveelheid Mg++ die gebonden wordt 
Voor de daling van de pH kunnen een aantal verklaringen gegeven wor-
den 
a Denkbaar is dat er competitie optreedt tussen Mg++- en H+-ionen voor 
dezelfde bindingsplaats Bij toevoeging van Mg++ zullen er dan H+-ionen 
van deze bindingsplaats verdreven worden De basen kunnen bij een derge-
lijke competitie niet betrokken zijn omdat de fosfaatgroepen de bindings-
plaatsen voor Mg++ vormen Metaalionen die wel aan de basen binden, 
zoals Ag+ , kunnen een equivalente hoeveelheid H+-ionen vrijmaken (117) 
Competitie voor de primaire fosfaatgroepen zal alleen bij lage pH een 
geringe rol spelen omdat deze groepen een pK * 1 hebben Wel zal er 
competitie tussen Mg++ en H+ kunnen optreden voor de eindstandige 
secundaire fosfaatgroep, zodat in het pH-gebied rond de pK van deze groep 
toevoeging van Mg++ gepaard gaat met het afsplitsen van protonen. In 
mononucleotiden heeft deze groep een pK van ongeveer 6,5 in 0,1 M NaCl 
(31). In polynucleotiden is rechtstreekse bepaling van de pK van deze 
groep onmogelijk omdat hij minder dan l0/o van het totaal aantal titreer-
bare groepen uitmaakt Uit het feit dat het aantal protonen afgesphtst van 
poly A groter is bij begin-pH 5 dan bij begin-pH 6 en van poly U groter bij 
begin-pH 6 dan bij begin-pH 7 (zie fig 5 6) concluderen we dat in dit 
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gebied de pK van de secundaire fosfaatgroep ligt en dat hij dus in poly-
nucleotiden ongeveer dezelfde grootte heeft als in mononucleotiden. Het 
feit dat er in dit gebied ongeveer 1 proton per 500 monomeereenheden 
wordt afgesplitst is in overeenstemming met de schattingen van het mole-
cuulgewicht (zie paragraaf 1.8). Competitie tussen Mg++ en H+ voor de 
eindstandige secundaire fosfaatgroepen kan niet verklaren dat er bij pH > 
8 nog meetbare hoeveelheden vrije H+-ionen geproduceerd worden. Soort-
gelijke metingen die we uitvoerden met ADP en ATP zijn met deze inter-
pretatie geheel in overeenstemming; bij een begin-pH van 7 werd een 
pH-daling van ongeveer 1,5 waargenomen, terwijl bij een begin-pH van 10 
geheel geen verandering in pH optrad door toevoeging van Mg ++. Het hier 
gegeven beeld is echter te simplistisch omdat bij poly A adenine - met een 
pK van ongeveer 6,5(83)- juist in dit pH-gebied protonen kan opnemen. 
Dit zou een mogelijke verklaring kunnen zijn voor het feit dat we bij poly 
A bij begin-pH 6 een kleiner aantal geproduceerde protonen meten dan bij 
poly U. 
b. Een tweede reden voor het afsplitsen van H+-ionen is de beïnvloeding van 
de pK van zure of basische groepen door de lading van het macroion zoals 
reeds genoemd in paragraaf 5.1. Ook dit effect zal alleen optreden in het 
pH-gebied rond de pK van deze groepen. Omdat voor de base in poly A 
geldt pK ^6 ,5 (83) en voor die in poly U pK =* 10 (51), is voor deze beide 
polynucleotiden een duidelijk verschil in uitkomst te verwachten. Uit fig. 
5.6 blijkt dat we een dergelijk verschil niet vinden zodat dit effect geen 
overheersende rol speelt. 
с Tengevolge van de negatieve lading van poly A en poly U zullen positieve 
ionen, in ons geval K+- en H+-ionen, diffuus gebonden worden. Bij toevoe­
ging van Mg++-ionen, die specifiek gebonden worden (zie hoofdstuk 3), 
neemt de negatieve lading van de polynucleotiden af en daarmee het aantal 
diffuus gebonden ionen, zodat er H+-ionen vrij in de oplossing komen. Een 
indruk van de grootte van dit effect kunnen we krijgen als we aannemen 
dat het aantal diffuus gebonden K+- en H+-ionen evenredig is met de 
concentratie van de vrije ionen. Het aantal geproduceerde vrije H+-ionen 
zal dus het grootst zijn bij lage pH en lage ionsterkte. Bij pH 5 en I =0,06 
zal dit effect een [Η+]^
Γ 0 (ί/ [ monomeereenheid] van maximaal 1,7.10 
kunnen veroorzaken zodat het bij onze metingen verwaarloosbaar klein is. 
In principe zullen alle drie de genoemde effecten tegelijkertijd bijdragen tot 
de pH-verlaging. Geen van alle verklaart echter waarom bij poly A in basisch 
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milieu de pH daalt. Misschien is deze daling toe te schrijven aan de vorming 
van protonen bij de eventuele hydrolyse van de fosfodiesterbindingen gedu­
rende een titratie bij hoge pH. Het is namelijk bekend dat bij hoge pH deze 
reactie bij З ^ С (21) en bij 640C (121) gekatalyseerd wordt door Mg++-
ionen. Gezien de grootte van ΔρΗ gaat deze eventuele hydrolyse bij onze 
titraties niet verder dan tot brokstukken van ongeveer 40 monomeer-
eenheden. 
In de litteratuur zijn slecht weinig gegevens te vinden over de daling van 
de pH van oplossingen van nucleihezuren onder invloed van metaalionen. 
Voor zover ons bekend zijn Pasinski en Chemyak (118) de enigen die dit 
effect enigszins systematisch onderzocht hebben. Zij bepaalden de pH-daling 
die optrad als aan DNA-oplossingen met een begin-pH van 6,5 verschillende 
metaalionen bij verschillende ionsterktes toegevoegd werden. Voor de onder­
zochte ionen nam ΔρΗ toe in de volgorde Mg++ <Ca" ," , '<Ba' ,"^ ΔρΗ nam 
af bij toename van de ionsterkte en bij I = 0,5 werd geheel geen pH 
-verandering meer waargenomen bij toevoeging van tweewaardige metaal­
ionen. Als verklaring noemen zij de beïnvloeding van de pK van zure en 
basische groepen door de lading van het DNA en het vrijkomen van diffuus 
gebonden H+-ionen, waarbij zij echter over het hoofd zien dat er een veel 
grotere hoeveelheid Nationen, afkomstig van het toegevoegde NaCl, diffuus 
gebonden is. Het feit dat zij bij I =0,5 geen pH-verlaging vonden, schrijven zij 
toe aan een sterke vermindering van de binding van de tweewaardige metaal-
ionen bij toename van de ionsterkte. Naar onze mening echter moet de verkla-
ring hiervoor eerder gezocht worden in een geheel onderdrukken van de effec-
ten waarmee zij de pH-verlaging verklaren door de hoge ionsterkte. De schijn-
bare discrepantie met onze resultaten bij hoge ionsterkte vindt een eenvoudige 
verklaring in de rol die wij aan de eindstandige secundaire fosfaatgroepen 
toekennen. Het door Pasinski en Chemyak gebruikte DNA had een molecuul-
gewicht dat ongeveer 20x zo groot was als dat van de door ons gebruikte 
polynucleotiden; zij hadden dus ook 20x zo weinig secundaire fosfaatgroepen 
waardoor de bijdrage van deze groepen verwaarloosbaar was. In overeenstem-
ming hiermee is dat de pH-verlagingen die zij vonden veel kleiner waren dan 
onze uitkomsten onder vergelijkbare omstandigheden. In tegenstelling tot de 
onder b en с genoemde effecten ter verklaring van de pH-verlagingen zal de 
competitie tussen Mg++ en H + voor de secundaire fosfaatgroepen slechts 
weinig door de ionsterkte beïnvloed worden. 
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De titratie met KCl uit fig. 5.5 stelt de invloed van de effecten genoemd 
onder b en с alleen voor. Volgens verwachting is de pH-daling ongeveer even 
groot als die welke Pasinski en Chernyak gemeten hebben. 
Het optreden van een pH-verlaging bij toevoeging van Mg++-ionen aan 
een oplossing van DNA in water wordt verder nog genoemd door Cavalieri 
(57) en door Felsenfeld en Huang (106). Zij gaan echter niet diep op dit 
verschijnsel in. 
De reden voor de langzame evenwichtsinstelling die in een aantal geval­
len optreedt, is niet duidelijk. Wij vermoeden dat het iets te maken heeft met 
veranderingen in secundaire structuur. Een dergelijke langzame evenwichts­
instelling is ook door Beers en Steiner (119) en door Holcomb en Timasheff 
(83) gevonden bij zuur-base titraties van poly A in het gebied van de helix-
kluwen overgang bij lage temperatuur en lage ionsterkte. De langzame even­
wichtsinstelling na toevoeging van Mg++ treedt daarentegen juist op in het 
gebied waarin geen helix-kluwen overgang plaatsvindt en blijft ook bij I = 1,0 
bestaan. Ook bij zuur-base titraties van poly A en poly U vonden wij in 
basisch milieu, waar genoemde auteurs geen metingen uitvoerden, een trage 
instelling van het evenwicht die noch door middel van lichtverstrooings-
metingen noch met viscositeitsmetingen te correleren was met veranderingen 
in secundaire structuur. Bij de andere methodes die we toegepast hebben zoals 
de extinctiemetingen (hoofdstuk 2 en 3) en de conductometrische titraties 
(hoofdstuk 4) hebben we nooit iets gemerkt van een trage evenwichtsinstel­
ling. Enerzijds dient hierbij opgemerkt te worden dat deze methodes zeer veel 
ongevoeliger zijn dan de pH-methode, waarbij we al een duidelijk effect meten 
als er in 0,05o/o van de monomeereenheden veranderingen optreden. Ander­
zijds willen we de mogelijkheid niet uitsluiten dat de trage evenwichtsinstel­
ling een artefact is, bijvoorbeeld veroorzaakt door adsorptie van de polynu-
cleotiden aan de glaselektrode. 
De in dit hoofdstuk beschreven experimenten roepen een aantal vragen 
op, waarop het antwoord pas te geven is nadat verdere metingen zijn verricht. 
Gezien de veronderstelling dat de secundaire fosfaatgroepen een belangrijke 
bijdrage leveren tot de pH-verlaging zijn metingen bij verschillende concentra­
ties met nucleihezuren van verschillend molecuulgewicht interessant. Ook 
dienen metingen bij verschillende temperaturen uitgevoerd te worden om de 
invloed van de secundaire structuur beter te leren kennen. Experimenten met 
verschillende andere metaalionen zijn nodig om na te gaan in hoeverre de 
pH-verlaging afhankelijk is van het soort metaalion. 
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Een eventuele invloed van adsorptie van de polynucleotiden aan de glas-
elektrode kan geëlimineerd worden door van een Pt/I^-elektrode gebruik te 
maken. 
Daarnaast zijn een tweetal variaties op de meetmethode mogelijk, die 
grotendeels dezelfde informatie geven. Ten eerste zuur-base titraties van poly-
nucleotiden in afwezigheid en in aanwezigheid van metaalionen. Deze zullen 
vanwege trage evenwichtsmstellingen met grote moeilijkheden gepaard gaan. 
Ten tweede pH-staat titraties. Hierbij wordt na iedere toevoeging van een 
kleine hoeveelheid metaalionen loog toegevoegd totdat de begin-pH weer be-
reikt is, zodat rechtstreeks bepaald wordt hoeveel H+-ionen door de metaal-




In dit proefschrift wordt een onderzoek beschreven naar de wissel-
werking tussen enkele kationen, in het bijzonder Mg"1"1', en de synthetische 
polynucleotiden poly A en poly U. 
In hoofdstuk 1 wordt de synthese van deze polynucleotiden met behulp 
van polynucleotide fosforylase uit Micrococcus lysodeikticus besproken. Ge-
durende de synthese gaat de viscositeit van het reactiemengsel door een maxi-
mum. Wij schrijven dit toe aan thermische afbraak van de gevormde, aanvan-
kelijk zeer grote polynucleotidemoleculen. Via concentratiemetingen bepaal-
den we de molaire extinctiecoëfficiënten en vonden voor poly A £257 = 
10240 ± 120 en voor poly U e 2 6 0 5 = 9250 ± 40. 
In hoofdstuk 2 worden experimenten beschreven waaruit blijkt dat 
Mg++-ionen geen invloed hebben op de golflengte van maxima en minima in 
het UV-absorptiespectrum en in de ORD van poly A en poly U. Hieruit kan 
geconcludeerd worden dat de basen bij de binding van Mg++ geen rol spelen. 
Onder bepaalde omstandigheden van pH en ionsterkte neemt de extinctie af 
en de optische rotatie toe bij toevoeging van Mg*+, Na+ of K+ aan oplossin-
gen van poly A of poly U. Overeenkomstige effecten werden waargenomen 
met oplossingen van mononucleotiden. We verklaren deze veranderingen door 
te veronderstellen dat onder deze omstandigheden stapeling van de basen 
optreedt wanneer de negatieve ladingen van de fosfaatgroepen en van uracil 
bij hoge pH, geneutraliseerd of afgeschermd worden. Poly A slaat neer in 
aanwezigheid van een grote overmaat metaalionen, poly U blijft in oplossing. 
Een methode om de binding van Mg++ en Ca++ aan nucleinezuren kwan-
titatief te bepalen met behulp van een metaalindicator wordt beschreven in 
hoofdstuk 3. Er moeten bepaalde eisen gesteld worden aan de stabiliteit van 
de indicator, de associatieconstante van het metaal-indicator complex en de 
pH waarbij de metingen uitgevoerd worden. Bij onze experimenten maakten 
we gebruik van calmagjet. De associatieconstante van het 1:1 complex tussen 
calmagjet en Mg++ of Ca++ is afhankelijk van het milieu en werd bij elk 
experiment afzonderlijk bepaald. De manier waarop we de bindingsexperi-
menten uitvoerden, wordt gedetailleerd beschreven. De uitkomsten zetten we 
uit volgens de methode van Scatchard. Voor de binding van Mg++ aan ADP en 
van Mg++ en Ca++ aan citraat werd hierbij een Uneair verband gevonden 
waaruit de associatieconstante en het aantal bindingsplaatsen berekend wer-
den die in behoorlijke overeenstemming zijn met de resultaten van anderen. 
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Voor de binding van Mg++en Ca+ +aan poly A en poly U werden geen rechte 
lijnen verkregen vanwege de elektrostatische interactie tussen de fosfaat-
groepen die de bindingsplaatsen zijn 
Berekening van deze elektrostatische interactie is momenteel nog met mogelijk 
omdat de polynucleotiden structuurverandenngen ondergaan door binding 
van metaalionen Toch kan door een geschikte manier van uitzetten de intrin­
sieke associatieconstante bepaald worden Onder aanname dat de intrinsieke 
associatieconstante voor de binding van Mg++ aan poly A en poly U op 
dezelfde wijze van de lonsterkte afhankelijk is als de associatieconstante van 
het MgADP-complex kunnen we de gevonden waarden terugrekenen naar 1 = 
0 We vinden dan voor poly А к
 t ^ 4 10 en voor poly U k i n t ^ 3 10 . De 
intrinsieke associatie-enthalpie is negatief en bedraagt enkele kcal m o l . 
Op grond van onze experimenten komen we tot de conclusie dat de binding van 
Mg++ aan polynucleotiden overwegend specifiek is met slechts een geringe 
bijdrage van diffuse binding 
Hoofdstuk 4 handelt over conductometnsche titraties van poly A, poly 
U en enkele mononucleotiden met MgC^ Directe aanleiding tot deze metin­
gen was de constatering van enkele auteurs (9,11,106) dat de conductome­
tnsche titratiecurven van nucleinezuren voorgesteld kunnen worden door drie 
rechte lijnen hetgeen zou kunnen wijzen op twee soorten bindingsplaatsen 
Onze titratiecurven blijken echter een vloeiend, regelmatig verloop te hebben 
Aangetoond wordt dat er theoretisch geen rechte lijnen in deze titratiecurven 
te verwachten zijn en dat uit geleidingsvermogenmetingen alleen kwalitatieve 
gegevens over de binding verkregen kunnnen worden 
In hoofdstuk 5 wordt een aantal experimenten beschreven waarbij de 
pH-daling van oplossingen van poly A en poly U gemeten is als functie van de 
hoeveelheid toegevoegde metaalionen Hoewel de pK-waarden van poly A en 
poly U veel verschillen is er grote overeenkomst in de resultaten voor beide 
polynucleotiden In het pH-gebied tussen 5 en 9 wordt minder dan 1 proton 
per 250 monomeereenheden afgesplitst We veronderstellen dat deze protonen 
grotendeels afkomstig zijn van de eindstandige secundaire fosfaatgroepen 
waarvan ze losgemaakt worden door binding van Mg++. In een aantal gevallen 
trad een langzame evenwichtsmstelling op waarvoor we nog geen verklaring 
gevonden hebben Verder onderzoek van de in dit hoofdstuk beschreven ef­
fecten is wenselijk 
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SUMMARY 
This thesis deals with an investigation on the interaction between some 
cations, particularly Mg++, and the synthetic polynucleotides poly A and poly 
U. 
In chapter 1 the synthesis of these polynucleotides is described using 
polynucleotide Phosphorylase of Micrococcus lysodeikticus. During the 
synthesis a maximum in the viscosity of the reaction mixture is observed We 
attribute this to thermal degradation of the synthesized, initially very large 
polynucleotide molecules. From accurate concentration measurements we 
found the molar extinction coefficients €257 = 10240 ± 120 for poly A and 
e260 5 = 9 2 5 0 ± 4 0 f o r Ро1У υ · 
In chapter 2 experiments are described from which it appears that Mg++ 
ions do not affect the wavelength bf maxima and minima in the UV absorp­
tion spectrum and in the ORD of poly A and poly U. So it can be concluded 
that Mg++ ions do not bind to the bases Under certain circumstances of pH 
and ionic strength the extinction decreases and the optical rotation increases 
on addition of Mg++, Na+ or K+ to solutions of poly A or poly U. Similar 
effects were observed with solutions of mononucleotides We explain these 
changes by supposing that under these circumstances base stacking occurs 
when the negative charges of the phosphate groups and of uracil at high pH, 
are neutralized or screened Poly A is precipitated by a large excess of metal 
ions, poly U remains in solution. 
A method for the quantitative determination of the binding of Mg++ 
and Ca + + to nucleic acids by means of a metal-ion indicator is described in 
chapter 3. Certain requirements have to be satisfied with regard to the stabil­
ity of the indicator, the association constant of the metal-indicator complex 
and the pH at which measurements are performed In our experiments we 
used calmagite The association constant of the 1 1 complex between calma-
gite and Mg++ or Ca + + depends on the environment and was determined 
seperately in every experiment. The procedure of the expenments is described 
in detail. The results were plotted according to the method of Scatchard For 
the binding of Mg4"1' to ADP and of Mg"1"1" and Ca',"," to citrate a linear 
relationship was obtained from which we calculated the association constant 
and the number of binding sites These are in reasonable agreement with 
values from others The Scatchardplots for the binding of Mg + + andCa + + to 
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poly A or poly U did not give straight lines owing to the electrostatic inter-
action between the phosphate groups that are the binding sites. Calculation of 
this electrostatic interaction is not yet possible at this time because the con-
formation of the polynucleotides is changed as a result of binding of metal 
ions. Nevertheless it is possible to determine the intrinsic association constant 
by plotting the experimental results in a proper way. Assuming that the 
intrinsic association constant for the binding of Mg++ to poly A and poly U 
depends on the ionic strength in the same way as the association constant of 
the MgADP complex it is possible to convert the measured values to I = 0. In 
that case we find for poly A k¡ n t = 4.10 and for poly U kjn t = 3.10 . The 
intrinsic enthalpy of association is negative and amounts to a few kcal. From 
our experiments we conclude that the binding of Mg++ to polynucleotides is 
predominantly specific with little contribution of diffuse binding. 
In chapter 4 conductometric titrations of poly A, poly U and some 
mononucleotides with MgC^ are described. These measurements were actu-
ated by the finding of some authors (9,11,106) that the conductometric 
titration curves of nucleic acids can be represented by three straight lines 
which might point to the existence of two kinds of binding sites. However our 
titration curves show a smooth, regular course. It is shown that on theoretical 
grounds straight lines are not to be expected in these titration curves and that 
it is impossible to obtain more than qualitative binding data from conduc-
tivity measurements. 
In chapter 5 a number of experiments is described in which the decrease 
in pH of solutions of poly A and poly U is measured as a function of the 
added amount of metal ions. In spite of the great difference in pK value of 
poly A and poly U there is much similarity in the results for both polynu-
cleotides. In the pH-region between 5 and 9 less than 1 proton is split off by 
250 momomeric units. We suppose that these protons originate for the greater 
part from the terminal secundary phosphate groups from which they dis-
sociate when Mg++ ions are bound. In some cases the establishment of the 
equilibrium was slow. We have not yet an explanation for this phenomenon. 
Further research on the effects described in this chapter is desirable. 
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S T E L L I N G E N 
1 
De kwantummechanische beschouwingen van Goudot over de rol van aardalkalimetaal-
lonen bij de interactie tussen nucleinezuren zijn weinig zinvol aangezien ZIJ van de onjuiste 
veronderstelling uitgaat dat deze metaalionen aan de basen gebonden worden. 
A. Goudot, Compt. Rend., 257, 4064 (1963), ,258, 2207 (1964), 259, 2032 (1964), 
260, 3494 (1965), 260, 6475 (1965). 
Α. Goudot, Russ J. Phys Chem., 38, 1513(1964). 
2 
Holcomb en Timasheff nemen ten onrechte aan dat er geen elektrostatische interactie is 
tussen de titreerbare groepen van enkelstreng poly Α. Dit is een van de oorzaken waardoor 
zij, m stnjd met experimentele waarnemingen, een positieve waarde voor de verandering in 
vnje energie voor de hebx-kJuwcn overgang van poly A m het gehele overgangsgebied 
berekenen. 
D.N. Holcomb en S.N.Timasheff, Biopolymers, 6, 513 (1968). 
3 
De berekening die Avruch, Reynolds en Reynolds geven van het maximum aantal positief 
geladen groepen m gemodificeerd rundersemmalbumine is foutief 
J. Avruch, J.A.Reynolds en J.H. ReynoldsJiochemistry, 8, 1855 (1969). 
4 
Ten onrechte menen Danusso en Reale Scafati dat hun experimenten uitsluitsel kunnen 
geven over het al of niet bestaan van een chemisch evenwicht tussen de 70S nbosomen uit 
Escherichia coli en de 30S en 50S subeenheden. 
L. Danusso en A. Reale Scafati, Rendiconti della Classe di Scienze fisiche, 
matematiche e naturali, 44, 259 (1968). 
L.Danusso en A. Reale Scafati, Ann. 1st. Super Sanità, 4, 267 (1968). 
5 
Het mechanisme dat Ulnch geeft voor de reactie van chlorodimethylformimmiumchlonde 
met carbonzuren is onwaarschijnlijk. 
H. Ulrich, The Chemistry of Imidoyl Hahdes, Plenum Press, New York, 1968, pag. 82. 
6 
Aan de door Israeli gegeven evenwichtsconstanten voor de hydrolysereactics van het 
uranyl-ion kan nauwelijks betekenis toegekend worden. 
YJ. Isracü, Bull Soc Chim. hrance, 1%5, 193 
7 
Het in sommige thermodynamica leerboeken gegeven bewijs dat m een in evenwicht ver-
kerend systeem temperatuur en druk overal in het systeem dezelfde waarde hebben, is een 
sfhijnbewijs. 
R.P. Bauman, An Introduction to bquilibrium Thermodynamics, 
Prentice-Hall, Lnglewood Clitts, N.J., 1966, pag. 32 
J.M. Bijvoet, A.F. Peerdeman en b.H. Wiebenga, 
Korte Inleiding lot de Chemische Thermodynamica, 
J.B. Wolters. Groningen, 1962, pag. 60. 
8 
Het verwijzen naar eigen ongepubliceerde resultaten dient in wetenschappelijke pubhkaties 
vermeden te worden. 
9 
Het programma voor het examen voor leerlmg-analist (chemische richting) van de stichting 
ter behartiging van de vorming tot assisterend laboratoriumpersoneel is verouderd.In het 
bijzonder de onderdelen warenkennis en algemene praktisch-analytische bewerkingen 
vragen om spoedige herziening. 
10 
Van veel liederen die tegenwoordig m Nederlandse katholieke kerken gezongen worden, is 
de tekst een argument tegen de vervanging van het Latijn door het Nederlands in de 
katholieke liturgie 
Nijmegen, 
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A.M. Willemsen 


